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Farmaseuttinen annosyksikkd

Témd keksintd kohdistuu farmaseuttiseen koostumukseen pa-
renteraalista annostelua varten ja erityisesti farmaseut-

tiseen annosyksikkdd6n trombolyyttistd terapiaa varten.

Ihmiskudoksen plasminogeeniaktivaattori (tPA) on noin

70 000 daltonin glykoproteiini, jossa on 527 aminohappoa.
Sitd erittéavdt useat ihmiskudokset ja sitd on luonnostaan
18snd seerumissa. tPA toimii verihyytymdn liukenemisen
yhteydessd muuttamalla plasminogeenin plasmiiniksi. tPA:lla
on affiniteettia fibriinid kohtaan ja se on aktiivisempi
fibriinin l&sndollessa. Tdten, tPA on kdyttdkelpoinen hoi-
dettaessa hdiriditd, jotka liittyvdt veritukosten muodos-
tumiseen, kuten syvdlld olevien verisuonien tukos, akuutti
syddnlihaksen infarkti ja keuhkoveritulppa. Katso yleisesti,
Rijken et al., Biochem. Biophys. Acta 580:140 (1979),
Vetterlein et al., J. Biol. Chem. 256:575 (1979), Rijken

et al., J. Bicl. Chem., 256:7035 (1981) ja Matsuo et al.,
Nature 291:590 (1981).

Tietyt solulinjat, kdsittden Bowesin melanoomasolulinjan,
yvlituottavat tPA:ta. Katso esim., Wilson et al., Canc. Res.
40:933 (1980). Collen et al., EP-A-41,766 esittiid Bowesin
melanoomajohdannais-tPA:n puhdistamisen. Wilson, EP-A-113,
319 esittdd tPA:n tuottamisen ja puhdistamisen kdyttden

seerumista riippumatonta Bowesin melanoomasolulinjaa.

tPA:ta voidaan valmistaa mySs rekombinantti-DNA ~tekniikalla.
mRNA:n eristdmisen tPA:ta varten on esittdnyt esim.,
Opdenakker et al., Eur. J. Biochem. 121:2¢9 (1982). cDNA:n
eristdmisen tPA:n osaa varten on esittdnyt Edlund et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:349 (1983). cDNA:n kloonaa-
misen tPA:ta varten E. colissa on kuvannut Pennica et al.,
Nature 301:274 (1983). cDNA:n kloonamisen tPA:ta varten



E. colissa ja kiinalaisen hamsterin munasarjan soluissa
on esittdnyt Goeddel et al., EP-A-93,619 ja Levinson et
al., EP-A-117,059.

Brouty-Boye, Bio/Technology, joulukuu 1984, s. 1058 on
esittdnyt tPA:n tuottamisen ihmisalkion keuhkosoluilla.

Robinson, W084-01786 kuvaa modifioitua tPA:ta, josta puut-
tuvat kokonaan tai osittain natiivissa tPA:ssa ldsndolevat

hiilihydraattitdhteet.

tPA ei liukene hyvin vesiliuokseen. Sen liukoisuus veteen
pH-arvossa 7,0 on noin 0,1 mg/ml. N&in ollen tPA yleensd
liuvotetaan tyypillisilld liuotinaineilla puhdistuksen ai-
kana. Ndmd sisdltdvdt kaotrooppiset denaturoiduroivat ai-
neet, kuten urean ja tiosyanaatin; pinta-aktiiviset aineet,
kuten detergentit; hiilihydraatit, kuten mannitolin, ja
proteiinit, kuten albumiinin ja gelatiinin. Vaikka ndmd
aineet ilmeisesti parantavat tPA:n vesiliukoisuutta,
saadut tPA-liuokset pyrkivdt olemaan vdhemmdn stabiileita,
niiden ei katsota olevan sopivia parenteraaliseen annoste-
luun tai niitd tdytyy kdyttdd ei-hyvaksyttdvdn suurissa

mddrissdé.

Wilson, EP-A-113,319 ehdotti ei-ionisten detergenttien
lisddmistd adsorption estdmiseksi sdilién pintaan ja sta-
biilisuuden parantamiseksi. Wilsonin esitt&md havainnolli-
nen farmaseuttinen koostumus sisdltdd 0,075 mg/ml:ssa tPA:ta

0,3 molaarisessa natriumklioridissa ja 0,01 & Tween 80.

Goeddel et al., EP-A-93,619, esittdd, ettd tPA voidaan
formuloida vakiomenetelmilld ja ehdottaa esimerkkind koos-
tumusta koeputkessa, joka sisdltdd 25 000 kansainvdlistad
yksikk&d tPA:ta, 25 mg mannitolia ja 45 mg NaCl:d liuotet-
tuna 5 ml:aan vettd ja sekoitettuna 0,9 2%:n natriumkloridin

kanssa.



Collen et al., EP-A-41,766, esittdd, ettd tPA voidaan
formuloida vakiomenetelmilld ilman @wi lisHdaineiden kanssa,
kuten natriumkloridi, glukoosi, mannitoli ja albumiini.
Rakenteellinen esimerkki farmaseuttista koostumusta sisdl-
tdd tPA:ta, 0,01 % Tween 80 ja 0,01-1 % albumiinia tai

mannitolia fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa.

Yoshizaki et al., EP-A-112,940, esittdd albumiinin kdytdn

tPA:n stabiloijana.

Murakami et al., EP-A~123,304, ehdottaa tPA:n stabilointiin

gelatiinin lisdystd.

Kruithof et al., Biochem. J. 226:631-636 (1985), esitt&dd
puhdistuskaavion tPA:lle, joka on tuotettu seerumista riip-
pumattomilla Bowesin melanoomasoluilla, mikd kdsittdid seu-
raavat vaiheet: ilmastoitu vdliaine sentrifugoidaan, lisd-
téddn Tween 80 ja NaN3 supernatanttiin, s&d&ddetddn pH arvoon
4,5 6-molaarisella HCL:114, kaadetaan liuos SP-Sephadex-
kolonniin ja eluoidaan tPA NaCl:114 natriumasetaattipusku-
rissa, pH-arvossa 4,5 (0,1 M natriumasetaattia, 0,25 M
NaCl, 0,01 % Tween 80, 0,05 % NaN3). Eluoidut fraktiot
kerdttiin, konsentroitiin tPA-pitoisuuteen 0,93 mg/ml

(42 800 yksikkd&d/ml), kaadettiin Sephadex G-100 -kolonniin
natriumasetaattipuskurissa (50 mM natriumasetaattia,

0,5 M MaCl:484, 0,01 ¢ Tween 80, 0,05 % NaN3, pH 4,5).
Tuote konsentroitiin tPA-pitoisuuteen 0,38 mg/ml (35 000

vksikkdd/ml) ja varastoitiin -70 °C:een.

American Diagnostica, Inc. myy lyofilisoitua tPA:ta.
Myyj&n ohjeet rekonstruointia varten ovat seuraavat:
"Kdytd 0,1 M etikkahappoa/natriumasetaattipuskuria, pH
3,9, sitten aseta haluttu pH. Albumiini&d, 1 mg/ml, voi-

daan lisdtd saostumisen ehkidisemiseksi.



Esilld olevan keksinntn kohteena on valmistaa farmaseutti-
nen koostumus kdytettdvdksi tPA:n steriilin, farmaseutti-
sen annosyksikoén valmistamisessa, missd ei tarvita tyypil-
lisid liuotin/stabilointiaineita, kuten kaotrooppisia ai-
neita, pinta-aktiivisia aineita, proteiinipitoisia aineita
eikd hiilihydraatteja liukenemisen aikaansaamiseksi, so.

suurempi kuin liukoisuus veteen, 0,1 mg/ml.

Edelleen esilld olevan keksinndn kohteena on valmistaa tPA:n
farmaseuttinen koostumus, jossa tPA on suhteellisen sta-

biili ympdrdivdssd lamp&tilassa.

Edelleen esilld olevan keksinnén kohteena on valmistaa tPA:n
farmaseuttinen koostumus, joka soveltuu parenteraaliseen
annosteluun. N&iden ja muiden keksinndn kohteiden saavut-
taminen on esitetty tdydellisesti alla. Erddn ndkdkantansa
mukaan keksintd on tPA:n steriili farmaseuttinen annosyk-
sikk® parenteraalista annostelua varten, Jjoka sis&dltdd
tPA:ta puskuroidussa, farmaseuttisesti hyvdksyttdvissad

livottimessa pH-arvossa 3,5-5,5.

Toisen ndkokannan mukaan keksintd on mddritysvdlinesarja,
joka kdsittdd yhden tai useamman steriilin, tPA:ta lyofili-
soidussa muodossa sisdltdvdn sdlidn ja yhden tai useamman
steriilin liuossdilitn rekonstruointia varten, joissa vh-
dessd tai molemmissa sdilidissd on puskuria ja puskuri,
liuvos rekonstruointia varten ja tPA:n ja rekonstruointi-
liuoksen mddrdt on valittu siten, ettd yhdistettidessd mai-
nittujen sdilidn sisdllét saadaan rekonstruoitu tuote,
joka on farmaseuttinen yksikk&annos parenteraalista annos-
telua varten sisdltden 0,1-15 mg/ml tPA:ta puskuroidussa,
farmaseuttisesti hyvdksyttidvdsssd livottimessa pH-arvossa
3,5-5,5. Kuvio on graafinen kuvaus tPA:n alkuhajoamisno-
peudesta (aktiivisuuden menetys), 0,39 mg/ml:ssa, paitsi
kun toisin on osoitettu, urea tai etikkahappo/ammonium-

asetaattiliuvoksissa.



Nyt on keksitty, ettd tPA on erittdin liukoinen puskuroi-
tuna pH-arvoon 3,5-5,5, kun l&dsnid ei ole liuvotin/stabiloin-
tiaineita. Esimerkiksi pH-arvossa 4,0 (0,1 M ammonium-
asetaatti) tPA:n liukoisuus on suurempi kuin noin 15 mg/ml;
pH-arvossa 5,0 (0,1 M ammoniumasetaatti), tPA:n liukoisuus
on suunnilleen 3 mg/ml. Kuten aikaisemmin on esitetty, tPA:n

liukoisuus veteen pH-arvossa 7,0 on noin 0,1 mg/ml.

tPA:n liukoisuus tdmdn keksinndn mukaisessa koostumuksessa
pH:ssa 4,0 on verrattavissa liukoisuuteen, joka saavutetaan
kdyttdmédlld 2 molaarista ureaa pH:ssa 7,5. Kuitenkaan,
keksinndén mukaisessa koostumuksessa t&dllaisen liuotinaineen
ldsndoloa, joka on osmoottinen diureettinen aine ja voi
aiheuttaa ei-toivottuja sivuvaikutuksia tPA:n yhdessd an-
nosteltuna, ei tarvita hyvédn liukoisuuden aikaansaamiseksi.

Toinen keksinndn ilmenemismuoto, joka on selityksissd ja
vaatimuksissa esitetty, on se, ettd osoitetulla pH-alueel-
la tPA on erittdin stabiili. Tdm& stabiilisuuden parane-
minen on ilmeinen alhaisilla kuten myds korkeilla tPA:n
pitoisuuksilla keksinndn mukaisessa farmaseuttisessa annos-
vksikOssd. Esimerkiksi seuraavassa taulukossa esitetdén
tPA:n prosentuaalinen aktiivisuus alhaisessa pitoisuudessa
(0,39 mg/ml, jollei toisin ole osoitettu), 40 Oc:ssa
ureassa (2 M urea, 0,2 M NaCl, 20 mM tris-HC1l ja 0,01 %
Tweein 80, pH 7,5) tai 100 mM ammoniumasetaatissa pH:ssa
3,5-5,5 S-2251 -analyysissd. S-2251 -analyysi on kuvattu
julkaisussa Weinberg et al., J. Immunol. Meth. 75:289
(1984) . Korkeaa lampOtilaa kdytettiin jouduttamaan aktii-

visuuden merkitystd yleisen kdytdnntn mukaisesti.



_Urea o Ammoniumasetaatti
Vrk pH 7,5% pH 7,5 pH 3,5 pH4,0 pH 4,5 pH 5,0 pH 5,5 pH 4,0%*
0 100 100 100 100 100 100 100 100
1 67 88 65
2 51 84 84 80 94 92
3 19 24 71 90 77 90 84
4 13 66
5 24
6 20
7 2 53 62 81 82 65
8 9 4
9 63 62 81 62 72
10 4
11 37 37 56 82 69 69 52
12
13 18
14 34 40 70 62 60
15 17 23
16 22 16 53 58 24
18 15 9 63 55
* 1,3 mg/ml ** 9,8 mg/ml

Y118 olevat tulokset on esitetty graafisesti kuviossa.
Tulokset ovat yhdenmukaisia elektroforeettisten analyysien
kanssa, jotka on suoritettu 100 mM asetaattiliuokseen va-
rastoidulla tPA:1lla. Yli 3 viikkoisen ajanjakson aikana

40 °C:ssa ei havaittu lainkaan tPA:n hajoamista 100 mM
ammoniumasetaattiliucksessa pH-arvoissa 4,0, 4,5, 5,0

ja 5,5 mitattaessa polyakryyliamidigeelielektoforeesilla;
pieni&d nauhoja vastaten 12, 16 ja 21 kilodaltonia ilmestyi

3 viikon jdlkeen 40 CCc:ssa pH:ssa 3,5.



Toinen tdmdn keksinndn ndkékohta on, ettd vaikka tPA in-
aktivoituu suuressa m&drin alle noin pH 7:ssd, on havaittu,
ettd aktiivisuus palautuu uudelleen sdilytettdessd noin
PH 7:ss8. Tdten, annosteltaessa trombolyyttistd terapiaa
tarvitsevalle potilaalle tPA:n ympdristd keksinndnmukai-
sessa annosyksikdssd muuttuu pH 7:88n ja tPA muuttuu aktii-

viseksi.

Keksinnnmukaisten farmaseuttisten annosyksik&iden stabiili-
suus kasvaa alhaiséessa ladmpotilassa. Tdten niitd sdilyte-
td8n edullisesti ei suuremmassa kuin huoneen l18mpdtilassa, noin
20-25-°C. vaikka tPa keksinn6n mukaisessa koostumuksessa
on stabiilimpi alhaisessa ldampdtilassa, so. 0-15 °c, kek-
sinndn mukaisen farmaseuttisen annosyksikdn etu on sen
stabiilisuus korkeammissa ldémpétiloissa, so. suurempi kuin
20 °C, miki ilmenee ylli esitetyists tuloksista. 4 °C:ssa,
tPA 2M urealiuocksessa (pH 7,5) ja tPA 100 mM ammoniumase-
taattiliuoksessa (pH 4,0) molemmat olivat sdilyttédneet
oleellisesti kaiken aktiivisuutensa useiden viikkojen
jdlkeen. Huoneen ldmpdtilassa (n. 22 °c) tPA keksinndn
mukaisessa koostumuksessa on stabiili useita viikkoja.
Mik&li halutaan pidempid sdilytysajanjaksoja, tPA sopi-
vassa vdliaineessa voidaan lyofilisoida sdilyttdmistéd
varten, ja sitten rekonstruoida keksinnén mukaisen farma-
seuttisen annosyksikdn muodostamiseksi vdliténtd kdyttod

varten tai lyhyempiaikaista sdilytystd varten.

Y11ld viitatut tulokset saatiin kdyttdmdlli tPA:ta, joka
oli tuotettu kiinalaisen hamsterin munasarjan (CHO) re-
kombinanttisoluilla, jotka oli kasvatettu seerumin l&dsn&d-
ollessa. Keksintd kuitenkin kdsittidd farmaseuttisia annos-
vksikditd, jotka sisdltivdt tPA:ta muista lihteisti, mu-
kaanlukien seerumin, melanoomasolut, seerumista riippu-
mattomat nisdk&dssolut, bakteerit, hiivan, hydnteissolut,
kasvisolut ja muut nisikidssolut, rekombinoidut tai na-
tiivit. Keksintd6n liittyvdt myds muut tPA:n muodot si-

sdltden, esimerkiksi, yksiketjuisen tPA:n, muunnellun tPA:n,



so. tPA, jossa yksi tai useampi aminohappo on muutettu
ilman merkittdvdd vaikutusta tdllaisen muunnellun tPA:n
aktiivisuuteen, liukoisuuteen tai stabiilisuuteen, ja

tPA, jonka glykosyylitdhteet on modifioitu.

Ammoniumasetaatin lisdksi voidaan keksinndn mukaisessa
farmaseuttisessa annosyksik$ssd kdyttdd my8s muita farma-
seuttisesti hyvdksyttdvid puskurocivia aineita. Riyttdkel-
poisten puskureiden joukkoon sisdltyvédt seuraavien happo-
jen ja niiden suolojen seokset: etikkahappo, adipiinihappo,
sitruunahappo, maitochappo, viinihappo, asparagiinihappo

ja glutamiinihappo. Muita happoja, jotka puskuroivat ha-
lutulla alueella ja jotka voivat olla kidyttdkelpoisia kek-
sinndssd ovat mm. glutaarihappo, maleiinihappo, fumaari-
happo, meripihkahappo, pimeliinihappo, beta-alaniini- ja
enolipalorypdlehappo. Edullinen anioni on asetaatti. Edul-

lisia kationeita ovat natrium ja ammonium.

Puskurin pitoisuus keksinnén mukaisessa farmaseuttisessa
annosyksik&ssd on valittu pit&m&&n pH arvossa 0,5-5,5,
edullisesti arvossa 4,0-5,0 ja edullisimmin arvossa 4,4-
4,8. Tyypillisesti puskurin pitoisuus on noin 10-200 mM,
edullisesti 20-100 mM, ollen sopivan hapon natrium- tai
ammoniumsuola. Puskurit valmistetaan kdyttden vakiomenetel-
mid, esim. lisdtddn NaOH:a 100 mM etikkahappoon vedessd
pH:n valikoimiseksi keksinndssd kdyttdkelpoiselle alueelle
kdytettdvdksi keksinntn mukaisen farmaseuttisen annosyksi-
k6én valmistamiseen, missd puskuri on 100 mM natriumase-

taatti.

Edullisesti keksinnén mukainen farmaseuttinen koostumus

on vesiliuos. Kuitenkin joitain polaarisia, veteen sekoit-

tuvia, ei-vesipitoisia liuottimia voidaan k&yttdi parente-

raalisiin koostumuksiin. T&dllaisia liuottimia voidaan kdyt-
tdd tdssd keksinndssd sillid ehdolla, ettd tPA:n aktiivisuus

ja stabiilisuus eivdt merkittivin haitallisesti huonone.



Se, mitkd tdllaisista liuottimista ovat kdyttSkelpoisia,

voidaan mddrittdd tavanomaisin kokeiluin.

tPA:n ja puskurin lisdksi keksinndn mukainen farmaseutti-
nen annosyksikkd voi sisdltdd pienid m&&rii muita parente-
raaliseen annosteluun sopivia aineita, esim. sdildntdainet-
ta kuten timerosaalia, klooributanolia tai metyyliparabee-
nia, ja toonisuutta sddtdvidd ainetta kuten natriumkloridia,
dekstroosia tai mannitolia. KeksinnOn mukainen farmaseutti-
nen annosyksikk& on edullisesti isotooninen (250-310 mOSM/kg).
Wang et al., J. Parenteral Drug Assoc. 34:452 (1980), esit-
tdd tdyteaineita, joita voidaan kdyttdd parenteraalisissa
koostumuksissa. Lisdksi, keksinntn mukainen farmaseuttinen
annosyksikkd voi sisdltd3 muita farmaseuttisesti aktiivisia
aineita kuten fibrinolyyttisid, kardiotonisia, antiarrytmi-

sid tal hypotensiivisid aineita.

tPA:n farmaseuttista stabiilisuutta keksinndn mukaisessa
farmaseuttisessa annokyksikdssd voidaan edelleen lis&td
sisdllyttdmdlld siihen hydrofiilinen polymeerinen kylmdltd
suojaava aine, kuten hydroksialkyyliselluloosa, gelatiini,
akaasikumi, polyvinyylipyrrolidoni (esim., molekyylipaino
10 000 - 60 000) ja polyalkyleeniglykoolit, kuten polyety-
leeniglykooli (esim., molekyylipaino 4 000 - 40 000).
Tdllaisen aineen kdyttd lisdd stabiilisuutta (so. minimoi
aktiivisuuden vdhentymisen ja prbteiinien hajoamisen) liu-
oksessa. Lyofilisoinnin aikana ja lyofilisointia seuraavan
rekonstruoinnin aikana. Edullinen t&llainen aine on poly-
vinyylipyrrolidoni (PVP), jonka molekyylipaino on 20 000 -
50 000.

Té&llainen aine voidaan lis&dtd tPA-koostumukseen liuoksena
tai jauhemaisessa muodossa. Edullisesti tdllainen aine
lisdtdédn keksinndén mukaiseen tPA-koostumukseen ennen lyo-
filisointia siten, ettd rekonstruoitaessa aineen mdird
lopullisessa, rekonstruoidussa annosyksik®ssd on turvalli-

nen ja tehokas mddrd. Tdllainen md&rd polyvinyylipyrrolido-



10

nin tapauksessa, molekyylipaino 40 000 (Plasdone C-30),
on noin 1-15 mg PVP:td, edullisesti 4-10 mg, per 1 mg

tPA:ta. Kdytettiessd gelatiinia suuremmat mddrdt voivat
olla edullisia paremman stabiilisuuden saavuttamiseksi,

esim., 10-1000 mg gelatiinia per 1 mg tPA:ta.

Keksinndén mukainen farmaseuttinen annosyksikk® sis&dltdd
0,1-15 mg/ml tPA:ta, edullisesti 0,5 - 10 mg/ml. Se val-
mistetaan farmaseuttikemistin tuntemin vakiomenetelmin.
Esimerkiksi, lyofilisocitu tPA voidaan rekonstruoida sopi-
valla puskurilla, tPA~-liuocksessa voidaan dialysoida t&dl-
laista sopivaa puskuria vastaan tai tPA-liuoksen pH voi-
daan sddtdd hapolla, suolalla tai puskurilla. T&ten, kek-
sinndn mukainen farmaseuttinen annosyksikks sisdltdd sel-
laisen annosyksikOn, joka on lyofilisoitu siten, ettd
rekonstruoitaessa vesiliuoksella saadaan aikaan keksinndn
mukainen farmaseuttinen annosyksikkd liuvosmuodossa. Vii-
meiset tPA:n puhdistuvaiheet voidaan vaivattomasti suo-

rittaa sopivassa puskuroidussa vesiliuoksessa pH:ssa 3,5-
5,5.

Keksinnén mukainen farmaseuttinen annosyksikkd valmiste-
taan siten, ettd potilas, erityisesti trombolyyttisen tera-
pian tarpeessa oleva ihmispotilas, saa tehokkaan mddrédn
tPA:ta parenteraalisesti, erityisesti laskimonsis&disesti,
sepelvaltimon sisdisesti ja ehkd valtimon sisdisesti.
tPA:n tarkka pitoisuus annosyksik&ssd kuten myds annetta-
van farmaseuttisen annosyksikdn tarkka tilavuus riippuu
indikaatiosta ja tilan vakavuudesta. Annettavan annos-
vksikon optimointi voidaan suorittaa tavanomaisen farma-
seuttisen ja lééketieteellisen kdytdnndn mukaisesti. Akuu-
tissa syddnlihaksen infarktissa (akuutti MI) potilaalle
annetaan tavallisesti kokonaisannos 25-200 mg, edullisesti
noin 70-150 mg, 10-180 minuutin ajanjakson aikana, edulli-
sesti noin 30-90 minuuttia. Esimerkiksi Collen et al.,
Circulation, volyymi 70, s. 1012 (1984), kuvaa MI:stid

kdrsivdn potilaan hoitamista laskimonsisdiselld infuusiolla
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0,5-0,75 mg/kg, (tai 35-53 mg/70-kiloinen ihminen),
30-120 minuutin aikana. Collenin et al. kuvaama koostumus
oli 10 ml:n ampulleissa, jokaisen sisdltdessd 0,5 mg/ml
tPA:ta. Sobel et al., Circulation, volyymi 69, s. 983
(1984) , esittad 200-400 x 10° kansainvdlisen yksikén

(IU) tPA:ta infuusion MI:std kdrsividlle potilaalle.

Van de Werf et al., N. Engl. J. Med., volyymi 310, s. 609
(1984) , kuvaa laskimonsisdisen (i.v.) ja sepelvaltimon
sisdlisen (i.c.) tPA-annosten, jotka vaihtelevat vdalilld
noin 3 x 105 IU/15 min i.c. ja 1,4 x 106 IU/35 min i.v.
annostelua MI-potilaille. Robinson, WO84j01786, kuvaa
keskikokoisen veritukkeutuman hoitoa annostelemalla 0,10-
1,0 mg/kg modifioitua tPA:ta, josta puuttuu ainakin osit-
tain natiivin molekyylin hiilihydraattiosa, infuusiota

k&yttden aina 8 annokseen asti.

Potilaille, jotka kdrsividt akuutista MI:std, farmaseuttinen
annosyksikkd on tyypillisestl pillerin tai injektion muo-
dossa, so. pussi, ampulli, lddkepullo tai ruisku, joka
sisdltdd 10 ml:aan tPA:ta pitoisuutena 1-15 mg/ml valitto-
mddn annosteluun. Tdllaista pillerityyppistd annostusta voi
seurata laskimonsisdinen infuusiomuoto, joka sisdltsdd 0,1~
15 mg/ml tPA:ta. Muita indikaatioita wvarten, esimerkiksi
sellaisia, jotka kehitt&vdt MI:n, syvdlldolevan suoni-
tukoksen (DVT) tai keuhkoveritulpan (PE), farmaseuttinen
annosyksikkd on tyypillisesti sellaisessa laskimonsisdi-
sessd infuusiomuodossa, esimerkiksi i.v. -pussi tai pullo,
joka voidaan helposti yhdistid laskimonsisdiseen kanyy-

liin.

Tdten edullisin farmaseuttinen annosyksikk® on pilleri-
muoto, joka voidaan varastoida l&ddkepulloon, pussiin,
ampulliin tai ruiskuun vadliténtd kdyttdd varten hitdtilas-
sa. Tdllainen annosyksikkd sisdltdid edullisesti noin 1-10
ml, edullisemmin 2-6 ml, 1-10 mg/ml, edullisemmin 2-6 mg/ml
tPA:ta. Tdllainen pillerimuotoinen annosyksikkd muodostetaan



12

sisdltdmddn 2~50 mg, edullisemmin 5-30 mg ja edullisimmin
10-20 mg tPA:ta annosteltavaksi yhtend ruiskeena. Toinen
edullinen farmaseuttinen annosyksikkd on laskimonsis&dinen
infuusiomuoto, joka voidaan varastoida suureen (100-1000 ml)
sdiliddn. Tdllainen yksikkd sisdltdd edullisesti noin
0,1-10 mg/ml, edullisemmin 0,5-5 mg/ml tPA:ta, siten, ettd
10-500 mg, edullisemmin 50-200 mg tPA:ta voidaan sisil-
lyttdd yhteen infuusiosdiliédén. Kolmas edullinen keksinndn
mukainen suoritusmuoto yhdistd&d molemmat piirteet, esimer-
kiksi l&ddkepulloon, ruiskuun tai muuhun pillerityyppiseen

s811i66n, joka on yhdistetty l&dhtbaineena infuusiomuotoon.

Lyofilisoitu tPA voi sis&dltdd farmaseuttisesti hyvéksyt-
tdvdn puskurin lyofilisoidussa muodossa lopullista rekonst-
ruoimista varten puskuroimattomassa liuoksessa, tai kun
lyofilisointivdliaine on ammoniumasetaatti, lyofilisoitu
tuote voidaan rekonstruoida puskuroidussa liuoksessa.

Joka tapauksessa lyofilisoitu tuote voidaan varastoida
steriiliin ampulliin tai muuhun s&iliddn, -steriiliin liuos-
sdiliddn vapauttamiseksi rekonstruointia varten ja lopul-
lista tai vdlitdntd laskimonsisdistd annostelua varten
injektoimalla tai infuusion avulla. T&dten keksinndn neljds
edullinen suoritusmuoto on md&dritysvdlinesarja, joka ki-
sittdd yhden tai useamman steriilin s&ilidn tPA:ta lyo-
filisoidussa muodossa ja yhden tai useamman erillisen ste-
riilin liuossdilidn rekonstruointia varten. Liuos rekonst-
ruointia varten, tPA:n mddri ja liuoksen midrd rekonstru-
ointia varten yhdessd mddritysvdlinesarjassa valitaan
siten, ettd saadaan aikaan lopullinen rekonstruoitu tuote,
jolla on 0,1-15 mg/ml pH:ssa, joka on valittu t&min kek-
sinndn mukaisesti. Edullinen liuos rekonstruointia varten
on 5 %:nen dekstroosiliuos vedessi. tPA:n rekonstruointi-
liuocksen md&drd valitaan edullisesti siten, ettd saadaan
lopullinen rekonstruoitu tuote tai annosyksikks, joka on
samanlainen kuin edullinen injektoitava tai infusoitava

livosmuoto, joka ylld on kuvattu. Tdten middritysvidlinesarja
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edullisen pillerimuodon valmistamiseksi k&sittdd, yhdessa
tai useammassa steriilissid sdilidssd 2-50 mg, edullisesti
5-30 mg tPA:ta ja yhdessd tai useammassa toisessa sdili-
Ossd 1-10 ml, edullisesti 2-6 ml rekonstruointiliuosta
siten, ettd yhdistettidessd kahden s3ilidn sisdltd, aikaan-
saatu tuote sisdltdd tPA:ta pitoisuudessa 1-10 mg/ml, edul-
lisesti 2-6 mg/ml. Md&ritysvdlinesarja edullisen infuusio-
muodon valmistamiseksi k&sittdd, yhdessd tai useammassa
steriilissd sdilidssid 10-500 mg, edullisesti 50-200 tPA:ta
ja yhdessd tai useammassa toisessa steriilissd s&ilidssd
100-1000 ml rekonstruointiliuosta siten, ettd yhdistettdessé
siilididen sisdll6t, saadaan aikaan tuote, joka sisdltaa
tPA:ta pitoisuutena 0,1-10 mg/ml, edullisesti 0,5-5 mg/ml.
Edullisesti, kaikki tPA yhtd annosyksikkO& varten sisdltyy
yhteen sdiliddn ja kaikki liuos t&llaisen annosyksikon
rekonstruointia varten sisdltyy toiseen yksittdiseen s&di-
1i66n. M&dritysvdlinesarja keksinnOnmukaisen farmaseuttisen
annosyksikén valmistamista varten voi kdsittdd steriilin
moniosaisen sd4ilidn, esim. kaksiosaisen sdilidn, jonka
toisessa osassa on lyofilisoitua tPA:ta Jja toisessa osassa
rekonstruointiliuosta, kahden osan ollessa erotetut rikot-
tavalla vdlisein8lli siten, ettd sdilididen sisdlldt voi-
daan aseptisesti sekoittaa rikkomalla vdliseind. T&llaisis-
ta mddritysvdlinesarjoista ovat esimerkkejd: Univial
sterile kaksiosainen lddkepullo (Abbot Laboratories,

North Chicago, Illinois) ja Hypak Liqui/Dry -ruisku
(Becton Dickinson, Rutherford, New Jersey) . Mukaan voi-
daan 1liittd& etiketti tai sisdiset ohjeet, jotka osoitta-

. vat tPA:n ja rekonstruointiliucksen m8drdt sekd annostelu-

ohjeet.

Esimerkit
Seuraavat esimerkit 1-9 kuvaavat esimerkinomaisesti kek-

sinndnmukaisia farmaseuttisia annosyksik&itd.
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Esimerkki 1
Steriili ruisku tdytetd&n steriililld liuoksella, joka

sisdltas:

tPA 5 mg

100 mM etikkahappo/ammoniumasetaatti 5 ml

NaCl 0,5 % (sddtdimiddn
isotoocnisuu-~
teen)

PH 4,0

Esimerkki 2
Steriili ruisku tdytetd&n steriililld liuoksella, joka si-

s8ltdi:

tPA 50 mg

60 mM etikkahappo/natriumasetaatti 5 ml

dekstroosi 3 & (sdatdmdan iso-
toonisuuteen)

klooributanoli 0,5 %

PH 3,5

Esimerkki 3
Steriili ruisku tdytetddn steriililld liuoksella, joka

sisdltdi:

tPA 5 mg

100 mM sitruunahappo/natrium-

sitraatti 10 ml

NaCl 0,13 % (s3ddtdmdsdn iso-
toonisuuteen)

metyyliparabeeni 0,1 %

pH 5,5

Esimerkki 4
Steriili ruisku t&dytetddn steriililld liuoksella, joka si-

sdaltad:

tPA 5 mg

100 mM sitruunahappo/natrium-

sitraatti 10 ml

mannitoli 0,8 & (sddtdmdadn iso-
toonisuuteen)

metyyliparabeeni i -

v O
-
U1 -

PH
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Esimerkki 5
Steriili s8i1i6, jota voidaan kdyttdd laskimonsisdiseen

infuusioon, tdytet#ddn steriililld liuoksella, Jjoka sis&lt&d:

tPA 100 mg

50 mM glutaamihappo/natriumglutamaatti 1000 ml

NaCl 0,7 % (sdata-
mddn isotooni-
suuteen)

pH 4,5

Esimerkki 6
Steriili sdilid, jota voidaan kdyttdd laskimonsisdisessid

infuusiossa, t8ytetd&dn steriililld liuoksella, joka si-

sdltas:

tPA 500 mg

50 mM adipiinihappo/natriumadipaatti 500 ml

timerosaalil 0,005 %

NaCl 0,7 % (sdatidmidén
isotoonisuuteen)

pH 4,0

‘Esimerkki 7
Steriilisdilid, jota voidaan kdyttdd laskimonsisdisessd

infuusiossa, tdytetddn steriililld liuoksella, joka

sisdltéa:

tPA 1000 mg

100 mM etikkahappo/ammoniumasetaatti 100 ml

dekstroosi 3 % (sddté&mdan
isotoonisuuteen)

pH 4,0

Esimerkki 8

Pakataan mddritysvdlinesarja, joka ké&sittdd (1) steriilin
l8d8kepullon, joka sisdltdd 10 mg tPA:ta, joka on lyofili-
soitu vehikkeliksi, joka sis&ltdd tPA:ta (10 mg/ml) 100 mM
ammoniumasetaatissa (pH 4) ja 30 % mannitolia ja (2) sterii-
lin l1&d8keainepullon, joka sisdltdd rekonstruointiliuoksen,

joka on 100 mM ammoniumasetaatti, 10 ml, pH 4,0.
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Esimerkki 9

Pakataan mddritysvdlinesarja, joka kdsittdd (1) steriilin
lddkepullon, joka sisdltid3 1000 mg tPA:ta, joka on lyofi-
lisoitu vehikkeliksi sisdltden tPA:ta (15 mg/ml) 100 mM
ammoniumasetaatissa (pH 4) ja 19 %:sta glysiinid ja (2)
steriilin pullon, joka sis&dltdd rekonstruointiliuoksen,

joka on 100 mM ammoniumasetaattia, 1000 ml, pH 4,0.

Esimerkki 10
Yksi ml liuvosta, joka sisdlsi 10 mg/ml tPA:ta 0,1 M ammo-

niumasetaatissa, lisdttiin 20 ml:n lyofilisointil&&dkepul-

losta kahteen, kumpikin 4 ml, tdyteaineliuokseen koostu—

muksien A ja B valmistamiseksi, seuraavasti.

A B
" (mg/lidkepullo) = (mg/lifkepullo)
PVP (Plasdone C-30) 64 64
mononatrium L-glutamaatti 16 -
adipiinihappo 6,4 6,4
tPA 10 10
pPH (koko liuos) 4,3 4,2%

*pH sdddettiin natriumhydroksidilla

Koostumukset lyofilisoitiin seuraavasti. Lidkepulloja j&i-
dytettiin yli y&n -50 °C:een hyllylli. Kuivaussyklit
olivat: (1) -25 °c, 100 sum Hg (13 MPa), 84 tuntia;
(2) o °c, 100 ,um Hg (13 MPa), 8 tuntia; ja (3) 25
10-30 /um Hg (1,3—3,9), 24 tuntia.

OC,

tPA:n kontrollilivosta (1,0 mg/ml 0,1 M ammoniumasetaa-
tissa) varastoitiin 5 °C:ssa. Ensimmiisti koendytettd

(1) sdilytettiin lyofiliscidussa muodossa 23 piivii

-15 C:ssa ja sitten rekonstruoitiin ja analysoitiin

S-2251 -analyysilld 24 tunnin jdlkeen 5 Oc:ssa, 25 °C:ssa
Jja 40 oC:ssa. Lyofilisoidun n&dytteen wvarastointi -15 ©c:ssa

ja liuoksen rekonstruointi 5 ©C:ssa kuvaavat pdivadn 0
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olosuhteita, so. rekonstruointi ja analyysi vdlittémdsti
lyofilisoinnin jédlkeen. Toinen koendyte (2) varastoitiin
lyofilisoidussa muodossa 23 pdivan ajan 40 Oc:ssa ja sit-
ten rekonstruoitiin ja analysoitiin $-2251 =-analyysilld

24 tunnin jdlkeen 4 ®C:ssa ja 25 ©C:ssa. Kolmatta koendy-
tettd (3) sdilytettiin lyofilisoidussa muodossa 3 kuukaut-
ta 40 °C:ssa ja sitten rekonstruoitiin ja analysoitiin
S-2251 -analyysilld rekonstruoinnin yhteydessd ja 24 tun-
nin jdlkeen 4 ©C:ssa ja 25 OC:ssa, Kaikki koendytteet re-
konstruoitiin 1,0 mg/ml:ksi 5 %:1la dekstroosilla. 23:nnen
pdivan (40 OC) rekonstituoitujen koostumusten pH:t olivat
A: pH 4,5 ja B: pH 4,3. Ndiden koostumusten osmolaliteetti
oli A: 298 mOsm ja B: 274 mOsm. Niytteiden aktiivisuus

prosentteina kontrollista on esitetty seuraavassa taulu-

kossa.

Nayte I N&yte II Nayte III

.24 tuntia 24 tuntia 0 tuntia 24 tuntia

5 °% 25 °% 40 °% 4 ° 25 ¢ - 4 °c 25
A 93 99 90 96 91 91 91 90
B 99 90 93 390 95 91 93 91
Kont-
rolli 100" 100" 1002 1003

16,87 b'4 105 I1U/mg
26,08 x 10° IU/mg
35,67 X 105 IU/mg

Esimerkki 11

Yhtd suuret m8dr&dt kahta tPA-koostumusta, A ja B, valmistet-—
tu oleellisesti yl1d kuvatulla tavalla, asetettiin 5 ml:n

lddkepulloihin siten, ettd kumpikin l&&kepullo sisdlsi:
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A B
PVP (Plasdone C-30}) 6,4 mg 6,4 mg
L-asparagiinihappomonomatrium 1,5 mg -
adipiinihappo 0,7 mg 0,2 mg
tPA 1,0 mg . 1,0 mg
pH (koko liuos) 4,4 mg 4,1%*
lddkepullon kokonaistilavuus 0,5 mg 0,5 ml

*pH sdddettiin natriumhydroksidilla

Ladkepullot lyofilisoitiin oleellisesti ylld kuvatulla ta-
valla. Yhtd sarjaa sdilytettiin -15 OC:ssa 7 pdivdn ajan
lyofilisoinnin jdlkeen kuvaamaan pdivdn 0 olosuhteita,
so. rekonstruointia ja analyysid vdlittomdsti lyofilisoin-
nin jédlkeen, ja analysoitiin rekonstruoinnin yhteydessd ja
24 tuntia rekonstruoinnin jdlkeen huoneen ldmp&Stilassa
(20-25 °C) (pdivd 0). Muita l&#kepullosarjoja sdilytettiin
40 °C:ssa ja sitten ne rekonstruoitiin ja analysoitiin
samalla tavoin 7 pdivdid lyofilisoinnin jdlkeen (p&divi 7),
kolme viikkoa lyofilisoinnin jdlkeen (viikko 3), ja 1 kuu-
kausi lyofilisoinnin jdlkeen (kuukausi 1). Kaikki lyofili-
soidut ndytteet rekonstruoitiin vedelld pH-arvoon noin
4,2-4,6. Aktiivisuutta jokaisessa pisteessd verrattiin
kontrollikoostumuksen aktiivisuuteen, joka sisdlsi 1 mg/ml
tPA:ta 0,1 M ammoniumasetaattipuskurissa, pH 4,0, sdily-
tetty 5 ©C:ssa. Tulokset on esitetty alla prosentteina

kontrollista.
pdaivda 0 Pdiva 7 Viikko 3 'Kuukausi 1
0t 24 t 0t 24 t 0t 24 t 0t 24 t
A 107 93 100 97 98 97 91 97

B 104 97 107 92 103 100 92 94
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Esimerkki 12
Oleellisesti yll4d esimerkeissd 10 ja 11 kuvatulla tavalla

valmistettiin 10 ml:n l&&kepulloja, jotka sisdlsivdt:

gelatiinia 5 mg
mononatrium-L-glutamaattia .5 mg
mannitolia ‘ 15 mg
natriumkloridia 1{7 mg
tPA:ta 0,1 mg
lddkepullon kokonaistilavuus 1,2 ml

Lddkepullot lyofilisoitiin ja rekonstruoitiin 1,0 ml:lla
0,1 M ammoniumasetaattia (pH 4), ja analysoitiin pdivdnd 0
(simuloitu). Ladkepulloja sdilytettiin 40 oC:ssa, analy-
soitiin pdivdnd 10, pdivdnid 16 ja kuukautena 1. Aktiivi-
suutta verrattiin kontrollikoostumuksen aktiivisuuteen
(0,1 mg/ml tPA:ta 0,1 M ammoniumasetaattipuskurissa, pH

4, 5 °c) ja tulokset on kuvattu alla prosentteina kontrol-

lin aktiivisuudesta.

pPdivd O Paivd 10 Pdaiva 16 Kuukausi 1
0t 24 t "0t 24 t 0t 24 t 0 £ 24 t

89 82 105 83 91 83 99 78

Esimerkki 13
Oleellisesti esimerkeissd 10 ja 11 kuvatulla tavalla val-

mistettiin 5 ml:n l&ddkepulloja, jotka sisdlsivdt:

PVP (Plasdone C-30) 6,4 mg
mononatrium-L-glutamaatti 1,6 mg
adipiinihappo 0,4 mg
tPA 1,0 mg
pH (koko liuos) 4,4

l1ddkepullon kokonaistilawvuus 0,5 ml

Lidkepullot lyofilisoitiin ja sitten rekonstruoitiin 1,0
ml:1la 0,1 M ammoniumasetaatti (pH 4) ja analysoitiin
pdivdnd 0 (simuloitu). 40 ®c:ssa sdilytetyt ld&kepullot
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analysoitiin p&ivand 8 ja kuukautena 1. Aktiivisuutta ver-
rattiin kontrollikoostumuksen aktiivisuuteen (1 mg/ml
tPA:ta, 0,1 M ammoniumasetaattipuskurissa, pH 4,0, 5 oC)
ja tulokset ilmoitetaan alla prosentteina kontrollin ak-

tiivisuudesta.

Pdiva 0 Pdivid 8 Kuukausi 1
0t 24 t 0t 24 ¢ 0t 24 t

106 112 101 109 100 100

Esimerkit 10, 11, 12 ja 13, yll&, osoittavat parantunutta
stabiilisuutta lyofilisoinnin aikana ja rekonstruoitaessa
tPA-koostumusta, joka sisdltdd polymeeristd kylmidsuojaavaa

ainetta, erityisesti, polyvinyylipyrrolidonia ja gelatiinia.

Y118 oleva selitys ja esimerkit kuvaavat tiydellisesti kek-
sintbd ja sen edullisia suoritusmuotoja. Kuitenkaan, kek-
sintd ei ole rajoitettu erityisiin tdssi esitettyihin ra-
kenteisiin, vaan kdsittdd kaikki muunnelmat, jotka sisdlty-

vdt seuraavien patenttivaatimuksien piiriin.
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. ‘Patenttivaatimukset
1. Steriili, farmaseuttinen tPA:n annosyksikkd parente-

raalista annostelua varten, t un ne t t u siitid, ettld
se k&dsittdsd 0,1 - 15 mg/ml tPA:ta farmaseuttisesti hyvidk-
syttdvéssd, puskuroidussa vesiliuoksessa pH-arvossa 3,5 =

5,5.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttinen annos-
yksikkd, tunnet tu siitd, ettd se on pillerimuo-
dossa sdilidssd, sisdltden 1-10 ml tPA:ta pitoisuutena

1-10 mg/ml ja mddrdssi 2~50 mg.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttinen annos-
vksikkdé, tunne t t u siitid, ettid se on pillerimuotoi-
nen sdilidssd sisdltden 1-6 ml tPA:ta pitoisuutena 2-6

mg/ml ja mddrdssd 5-30 mg.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttinen annos—:
vksikké, tunnettu siitd, ettd se on infuusiomuo-
dossa s&ilidssd sisdltden 100-1000 ml tPA:ta pitoisuutena

0,1-10 mg/ml tPA:ta ja miirdssid 10-500 mg.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttinen annos-
vksikkd, tunnet tu siitid, ettd se on infuusiomuo-
dossa s&dilidssd sisdltden 100-1000 ml tPA:ta pitoisuutena

0,5-5 mg/ml ja midrdssi 50-200 mg.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttinen annos-
vyksikkd, t unne t t u siitid, etti se edelleen sisiltii
kylmdsucjaavan aineen m&ddrdssd, joka on turvallinen ja te-

hokas tPA:n stabiloinnissa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen farmaseuttinen annos-
vksikkd, tunnettu siitd, ettd kylmidsuojaava aine

on gelatiini tai polyvinyylipyrrolidoni.
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8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen farmaseuttinen annos-
vksikkd, t unne t t u siitd, ettd kylmdsuojaava aine
on polyvinyylipyrrolidoni, molekyylipaino 40 000, mi&rassi
1-15 mg/ml tPA:ta.

9. Patenttivaatimuksen 1, 2, 4, 6, 7 tai 8 mukainen far-
maseuttinen annosyksikkdé, t unnet tu siitd, ettd

sen pH-arvo on 4,0-5,0.

10. Patenttivaatimuksen 1, 2, 4, 6, 7 tai 8 mukainen far-
maseuttinen annosyksikké, tunnet tu siitd, ettd se
on puskuroitu pH-arvoon 4,0-5,0 farmaseuttisesti hyvédksyt-
tdvdlld etikkahapon, adipiinihapon, meripihkahapon, sit-
ruunahapon, maitohapon, viinihapon, asparagiinihapon tai

glutamiinihapon suolalla.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen farmaseuttinen annos-
vksikkd, tunnet tu siitd, ettd suolan kationina

on natrium tai ammonium.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen farmaseuttinen annos-
yksikk8, tunnettu siitd, ettd se on puskuroitu

natriumasetaatilla tail ammoniumasetaatilla.

13. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 4 mukainen farmaseuttinen
annosyksikkdé, tunnet tu siitd, ettd se sisdltdd 4-10
mg polyvinyylipyrrolidonia, molekyylipaino 40 000, per mg
tPA:ta ja ettd liuos on puskuroitu pH-arvoon 4,4-4,8 adipii-

nihapolla.

14. Md&iritysvdlinesarja, tunne t tu siitd, ettd se
kdsittdd yhden tai useamman steriilin s&ilidn tPA:ta lyo-
filisoidussa muodossa ja yhden tai useamman steriilin s&di-
1idn rekonstruointiliuosta, puskurin ollessa mukana yh-
dessd tai useammassa sdili®ssd ja ettd puskuri, rekonstru-
ointiliuos ja tPA:n ja rekonstruointiliuoksen mddrd on

valittu siten, ettd yhdistettdessd sdilididen sisdllot
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saadaan aikaan rekonstruoitu tuote, joka on farmaseuttinen
annosyksikk®d parenteraalista annostelua varten, sisdltden
0,1-15 mg/ml tPA:ta puskuroidussa farmaseuttisesti hyvik-

syttdvidssd liuottimessa pH~arvossa 3,5-5,5.

15. Patenttivaatimuksen 11 mukainen mddritysvdlinesarija,
tunnet tu siitd, ettd se kdsittdd yhdessd tai useam-
massa steriilissd sdililssd 2-50 tPA:ta ja yhdessd tai useam-—

massa sdilidssd 1-10 ml rekonstruointiliuosta.

16. Patenttivaatimuksen 11 mukainen mddritysvdlinesarija,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd yhdessd tai useam-
massa s&dilidssd 5-30 mg tPA:ta ja yhdessd tai useammassa

toisessa steriilissid s8ilidssd 2-10 ml rekonstruointiliuos-

ta.

17. Patenttivaatimuksen 11 mukainen mdidritysvdlinesarja,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd yhdessd tai use~
ammassa steriilissid s8ilidssd 10-500 mg tPA:ta ja yhdessd
tai useammassa toisessa steriilissd sdilitssd 100~1000 ml

rekonstruointiliuvosta.

18. Patenttivaatimuksen 11 mukainen miiritysvidlinesarija,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd yhdessd tai use-
ammassa steriilissd sdilidssd 50-200 mg tPA:ta ja yhdessd
tai useammassa toisessa steriilissd sdilidssd 100-1000 ml

rekonstruointiliuosta.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mddritysvdlinesarja,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd kylmdsuojaavan
aineen yhdessd tai useammassa tPA-sdilidssi tai yhdessd
tai useammassa rekonstruointiliuossdilidssi tai molem-
missa siten, ettd rekonstruoitu tuote sisdltii sellaisen
mddrédn kylmidsuojaavaa ainetta, joka on turvallinen ja te-

hokas tPA:n stabiloinnissa.
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20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen mddritysvdlinesarja,
tunnettu siitd, ettd kylmidsuojaava aine on gela-

tiini tai polyvinyylipyrrolidoni.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen mddritysvédlinesarja,
tunnettu siitd, ettd kylmdsuojaava alne on poly-
vinyylipyrrolidoni, molekyylipaino 40 000, mddrdssd 1-15

mg per mg tPA:ta.

22. Patenttivaatimuksen 14, 15, 17, 19, 20 tai 21 mukai-
nen mddritysvdlinesarja, t unne t tu siitd, ettd re-

konstruoidun tuotteen pH-arvo on 4,0-5,0.

23. Patenttivaatimuksen 14, 15, 17, 19, 20 tai 21 mukainen
mddritysvdlinesarja, tunne t t u siitd, ettd puskuri
on farmaseuttisesti hyvdksyttdvd etikkahapon, adipiinihapon,
meripihkahapon, sitruunahapon, maitohapon, viinihapon,
asparagiinihapon tai glutamiinihapon suocla rekonstruoidun

tuotteen puskuroimiseksi pH-arvoon 4,0-5,0.

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen mddritysvdlinesarja,

tunnet tu siitd, ettd puskurin kationi on natrium

tai ammonium.

25. Patenttivaatimuksen 23 mukainen mddritysvidlinesarja,

tunnettu siitd, ettd puskuri on natriumasetaatti

tal ammoniumasetaatti.

26. Patenttivaatimuksen 14, 15 tai 17 mukainen mddritys-
vdlinesarja, tunnet tu siitd, ettd yksi tai useampi
S&4ilid tPA:ta sisdltdd 4-10 mg polyvinyylipyrrolidonia,
molekyylipaino 40 000, per mg tPA:ta ja adipiinihappoa
siten, ettd rekonstruoitaessa rekonstruoidun tuotteen pH

on 4,4-4,8.

27. Menetelmd trombolyyttistd terapiaa tarvitsevan poti-

laan hoitamiseksi, t unne t t u siitd, ettid annostellaan
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parenteraalisesti potilaalle minkd tahansa patenttivaati-

muksen 1-13 mukaista farmaseuttista annosyksikkod.

28. Menetelmd steriilin, farmaseuttisen tPA:n annosyksi-
k6n valmistamiseksi parenteraalista annostelua varten,
tunnettu siitd, ettd liuotetaan tPA farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvdidn vesiliuokseen pH:ssa 3,5-5,5, pitoi-
suuteen 0,1-15 mg tPA:ta per ml liuosta.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd tPA-liuockseen lisdtddn kylmidsuojaa-

vaa ainetta.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd lyofilisoidaan koko vesipitoinen
koostumus, joka sis&dltdid 0,1-15 mg/ml tPA:ta, puskuroidaan
pH-arvoon 3,5-5,5 orgaanisella hapolla ja sen suolalla,

ja sisdllytetddn kylmdsuojaava aine ja sitten rekonstru-
oidaan lyofilisoitu koostumus vesipitoisella liuvottimella,
joka hyvdksytddn parenteraaliseen annosteluun, jolloin

koostumuksen pH jdd alueelle 3,5-5,5.

31. Patenttivaatimuksen 28, 29 tai 30 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd annosyksikk® puskuroidaan pH-
arvoon 4,0~-5,0 yhdelli tai useammalla seuraavista: adipiini-
happo, glutamiinihappo, sitruunahappo, etikkahappo, meri-
pihkahappo, maitohappo, viinihappo ja asparagiinihappo ja
niiden suola, ja ettd kylmdsuojaava aine on polyvinyyli-

pyrrolidoni tai gelatiini.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd annosyksikkd puskuroidaan adipiini-~
hapolla, meripihkahapolla tai etikkahapolla ja niiden

suoloilla.
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33. tPA:n farmaseuttinen annosyksikké, tunnettau
siitd, ettd se valmistetaan parenteraalista annostelua
varten minkd tahansa vaatimuksen 28, 29, 30, 31 tai 32

mukaisella menetelmidlli.

34, Lyofilisaatti, t unn e £ t u siitd, ettd se si-~
sdltdd tPA:ta ja farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd puskuria

lyofiliscidussa muodossa.

35. Lyofilisaatti, tunnet tu siitd, ettd se sisdl-
tdd tPA:ta ja farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd puskuria
lyofilisoidussa muodossa, joka rekonstruoitaessa antaa
farmaseuttisesti hyvédksyttdvdn, minkd tahansa patenttivaa-

timuksen 1-12 mukaisen annosyksikon.

36. Patenttivaatimuksen 35 mukainen lyofilisaatti,
tunnettu siitd, ettd se rekonstruoitaessa vedelld
neutraalissa pH:ssa antaa farmaseuttisesti hyvdksytt&vén,

minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-12 mukaisen annosyksikon.

37. Patenttivaatimuksen 36 mukainen lyofilisaatti, t u n-
nettu siitd, ettd puskuri on adipiinihappo tai sen

farmaseuttisesti hyvdksyttdvd suola.
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