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KIVONAT

A talalmany egy stabil, kész gydgyszerkészitményre

vonatkozik, amely a felhasznalasra kész végsé tartalya- ben megmarad.

ban 10-100 000 IU/ml aktivitasnak megfelelé mennyi-
ségl koagulacids VIII faktort tartalmaz vizes oldatban
csOkkentett oxigénkoncentracié mellett, és ily médon a

A leiras terjedelme 8 oldal

VIl faktor csékkentett oxigéntartalmu vizes oldata

VIII faktor aktivitdsa hosszabb tarolds alatt is lényegé-

A taldlméany vonatkozik tovabba a megnivekedett
stabilitasa VIII koagulacids faktort tartalmazé vizes ol-
datok el6allitasi eljarasra is.
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A taldlmany egy stabil, kész gyogyszertermékre vonat-
kozik, amely vizes oldatban csékkentett oxigénkon-
centraci6 mellett VIII koagulacidés faktort tartalmaz.
A taldlmany szerinti termékben a VIII faktor aktivitasa
meglepetésszertien nagy mértékben megtarthatd tarolas
soran. A VIII faktor-aktivitas hosszu id6n at megtartha-
to, ha a kész gydgyszertermék még tovabba inert gazt
és/vagy egy antixodianst is tartalmaz. A taldlmany vo-
natkozik tovabba a vizes oldat oxigénkoncentracijanak
csokkentésére, valamint vonatkozik a VIII faktor stabi-
litasanak fokozasara vizes oldatban oly médon, hogy a
tarolas inert gazatmoszféraban torténik. A talalmany
szerinti megoldassal lehetévé vélik a VIII faktor eredeti
aktivitdsanak legalabb 50%-at megtartani legalabb
6 honapos tarolasi 1id6n &t 2—-10 °C hdémérsékleten,
pH=6,5-8,5 kézbtti értéken.

A proteinek stabilitasa altalaban probléma a gyogy-
szeripar teriilletén. Ezt gyakran ugy oldjak meg, hogy a
proteint kiilénboz8 széritasi eljarasokkal, példaul fa-
gyasztva szaritassal megszaritjdk. A proteint ezutan
ilyen szaritott formaban forgalmazzak és taroljak.
A szaritas vagy fagyasztva széritas el6tt oldatnak, a sza-
ritott anyagnak, valamint az ismételten oldott termék-
nek stabilnak kell lenni, hogy az aktivitas csékkenését
elkeriilhessiik mind a szaritasi eljaras, mind a tarolas
vagy a forgalmazas ideje alatt.

A fagyasztva szaritasi eljaras egy koltséges és id6-
igényes eljarasi lépés, és igen nagy elény lenne, ha ez a
Iépés elkertilhetS lenne a kereskedelmi termékek elal-
litasanal. Tovabba a szaritott proteint a betegnek sziik-
ségszerden a felhaszndlas el6tt ismételten oldani kell,
ami koriilményes lehet a beteg szamara.

A haemophilia velesziiletett betegség, és szazadok
Ota ismert, de csak az utolsé 30 esztendGben sikeriilt a
harom kiilonb6z6 formajat megkiilonboztetni, ezek a
haemophilia A, haemaphilia B és haemophilia C. A leg-
gyakoribb a haemophilia A eléfordulasa. Ez csak him
egyedeket tdmad meg, és az el6fordulasi gyakorisag
10000 élve sziiletett férfi esetén kett. A betegséget a
biolégiailag aktiv koagulacids VIII faktor (antihaemo-
philias faktor) hidnya vagy erfsen csokkentett szintje
okozza, mely protein normal esetben a plazmaban van
jelen. A haemophilia A klinikai megjelenési formaja
egy erls vérzési tendencia, és mielStt a VIII faktor-kon-
centratumokkal valé kezelést bevezették, a betegek at-
lagos életkora kevesebb mint 20 év volt. A VIII faktor-
koncentratumokat plazmabol nyerik koriilbeliil 30 éve.
Ez jelentGs mértékben javitotta a haemophilias betegek
kériilményeit, és lehetdséget biztositott szimukra a nor-
mal életvitelre.

A terapias célu VIII faktor-koncentratumokat mos-
tanaig plazmafrakcionalassal allitottak el. Azonban is-
mertek most mar mddszerek a VIII faktor eléallitasara
sejtkultiraban is, rekombinans DNS-eljards alkalmaza-
saval (J. Gitschier és munkatarsai, Nature 312, 330-37,
1984 és az EP-A-160457 szamu szabadalmi leirés).

A human plazmabdl szarmazé VIII faktor-koncent-
ratumok t6bb teljesen aktiv VIII faktor-fragmenst tar-
talmaznak (Andersson és munkatirsai, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 83, 2979-83, 1986. majus). A legki-
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sebb aktiv forma molekulatomege 170 kDa, és ez egy
90 kDa és egy 80 kDa molekulatémegii lancot tartal-
maz, amelyet egy fémion hid kot ossze (EP-A
197901 szamu szabadalmi leiras).

A Kabi Pharmacia kifejlesztett egy rekombindns
VIII faktor terméket, amely megfelel a 170 kDa VIII
plazma faktornak terapias VIII faktor-koncentratum
formajaban. A csonkitott rekombinans VIII faktor mo-
lekulat r—VIII SQ-ként jelélik, és ezt kinaih6resdg-pete-
sejtekbdl (CHO) allitjék eld sejtkultiraban, szérum-
mentes kozegben, passzalassal.

Az r—VIII SQ specifikus aktivitdsa korilbelal
15000 IU VIII:C 1 mg proteinben.

A rekombinans VIII SQ faktort klasszikus haemo-
philia kezelésére alkalmazzék. Az adagolas dozisa ha-
sonlo a plazma VIII faktor-koncentratumok dézisahoz.

A rekombinans VIII faktor termékek szerkezetét és
biokémiajat altaldnossagban a kovetkezd irodalmi he-
lyen ismertetik: (Kaufman, Tibtech, 9, 1991 és
Hematology 63, 155-65, 1991). Az r—VIII SQ szerke-
zetét és biokémidjat a WO-A-91/09122 szamu kozzé-
tételi irat ismerteti.

A VIII faktort, amelyet plazmabdl frakciondlassal
allitanak eld, altalaban fagyasztva szaritott por formaja-
ban hozzék forgalomba, és azt vizben a felhasznalaskor
oldani kell.

A kis mennyiségi proteint tartalmazé készitmények
altalaban elvesztik aktivitasukat a tisztitas, steril gyar-
tas, csomagolas és adagolas soran. Ezt a problémat alta-
laban humén albumin adagolaséaval oldjak meg, amely
jelentésen csokkenti a proteinaktivitds veszteségét.
A human albumin mint egy altalanos stabilizaléanyag
funkcional a tisztitds, a steril gyartds és a fagyasztva
széritds sordn (Wang és munkatarsai, J. of Parenteral
Sci. and Tech. 42, No. 28, 1988). Az albumin alkalma-
zésa a VIII faktor stabilizalasara ismert, és jelenleg is
alkalmazzak minden, a kereskedelemben kaphat6 nagy
tisztasagh termék esetén.

Azonban sziikséges lenne a human albumin adago-
lasanak elkeriilése a gybgyhatisi, rekombinans DNS-
technolégiaval eldallitott proteinek esetén. Tovabba a
humén albumin mint kiszerelési adalék gyakran korla-
tozza a leghatdsosabb és érzékenyebb analitikai mod-
szerek alkalmazasat a proteinek jellemzéséhez.

A kiilonb6zd proteinek stabilizalasara kiilénboz6
megoldasokat javasoltak. Igy példaul az EP 35204 sz-
mu szabadalmi leirdsban ismertetett eljards szerint a
proteinek termikus stabilitasat poliol adagolasaval fo-
kozzak. tovibba a WO-A 89/09614 szamu kozzétételi
iratban egy stabilizalt human névekedésihormon-ké-
szitményt ismertetnek, amely glicint, mannitolt és egy
puffert, valamint egy el6nyés kiviteli formanal
nemionos feliilletaktiv anyagot, igy példaul poliszorbat
80-at tartalmaz. A nemionos feliiletaktiv anyagot az
aggregacio és a denaturalas csokkentése érdekében ada-
goljak. A készitmény megnovekedett stabilitdsi fa-
gyasztva szaritott formaban, valamint annak oldésa utan
is. Az US A 4783 441 szami szabadalmi leirasban egy
proteint, igy példaul inzulint vagy feliiletaktiv anyagot
tartalmazo vizes oldatot ismertetnek.
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Az EP 77870 szamu szabadalmi leirasban aminosa-
vakat, monoszacharidokat, oligoszacharidokat vagy cu-
koralkoholokat vagy szénhidrogén-karbonsavakat ada-
golnak a VIII faktort tartalmazé oldatok stabilitdsanak
fokozasara. Az EP 117064 szamu szabadalmi leirasban
ismertetett megoldas szerint cukoralkoholt vagy
diszacharidokat adagolnak a VIII faktor vizes oldatdhoz
annak hékezelése alatti stabilitas fokozasara.

A WO-A-91/10439 szami szabadalmi leirdsban
stabil injekcidoldatot ismertetnek, amely a VIII faktor
vagy IX faktor mellett diszacharidot, elénydsen szacha-
rézt és egy vagy tobb aminosavat tartalmaz. Az EP
315968 és EP 314095 szamu szabadalmi leirasokban
kiilésnboz6 ionerdsségii VIII faktort tartalmazd stabil
készitményeket ismertetnek.

Az US-A-4727027 szami szabadalmi leirasban
eljarast ismertetnek vérbdl vagy vérkomponensekbdl
szarmazo biologiailag aktiv proteinek vizes oldatainak
fotokémiai szennyezésmentesitésére az aktivitasvesz-
teség minimalizalasa érdekében. Az eljarasnal legalabb
egy furokumarint adagolnak a készitményhez, és a ka-
pott készitményt UV fénnyel besugirozzak. A besu-
kenteni lehet a denaturalodas megakadalyozasara. Ezt
példaul ugy érik el, hogy oxigénmegkoté anyagokat,
albumin és/vagy enzimrendszereket adagolnak és/vagy
inert gazzal atoblitik a rendszert. A VIII faktort tartal-
mazo oldatokat argonnal oblitették at aszkorbat jelen-
1étében vagy anélkiill, maximum 6 Ordn at. Az
US—-A—4727027 szdmu szabadalmi leirds azonban
nem tesz emlitést az oldatok hosszabb idén at térténd
tarolasardl, valamint a csékkentett oxigénkoncentracio
esetleges hatdasar6l a VIII faktor aktivitisara tarolas
alatt. Az EP A 212040 szamu szabadalmi leirdsban is-
mertetett megoldas VIII faktor virus-inaktivélasara vo-
natkozik, amelynél a szaraz anyagot csdkkentett oxi-
géntartalmi kornyezetben melegitik. A hékezelést sta-
bilizatorok nélkiil végzik, mivel ez utdébbiak a viruso-
kat is védik, és ily médon csokkentik a kezelés hata-
sossagat. A vizsgélatot 30 6ran at, 90 °C hémérsékle-
ten végzik. Az EP-A-212040 szamu szabadalmi le-
irdsban azonban nem tesznek emlitést a VIII faktort
tartalmazé vizes oldatok gyenge stabilitasi probléma;ja-
ro0l, amelynek lekiizdése egy sokkal nagyobb problé-
ma, mint a sziraz termék nagyobb stabilitidsanak lekiiz-
dése. Ennek oka, hogy a kémiai véltozasok, igy példaul
hidrolizis és dezamidacio, sokkal kifejezettebben men-
nek végbe oldatban, mint szaraz allapotban.

A proteinek kiilonboznek a fizikokémiai tulajdonsa-
gaik alapjan. A gyogyszerkészitmények elGallitasanal,
amelyeknek fiziologiailag elfogadhatonak és hosszi
id6n at stabilnak kell lenni, nemcsak a proteinek tulaj-
donsagait, hanem mas egyéb szempontokat is figyelem-
be kell venni. Ezen utdbbiak kozé tartozik példaul az
ipari gyartas, valamint a konny{i kezelhetség és a beteg
szamara val6 biztonsagossig. Ezen szempontok kévet-
kezményei a kiillonbdz8 készitmények vizsgalatanal
el6re nem jésolhatdk, és ily modon az egyes proteinek
szamara gyakran kiilén, egyediilallé megoldast kell
talalni.
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A VIII faktor gyartasat és aktivitasat megkonnyite-
ni, ha a proteint stabil oldat formajaban lehetne kialaki-
tani és a betegnek eljuttatni albumin adagolasa nélkiil
hosszi tarolhatoséggal.

A beteg szamara is megkonnyitené az ilyen oldat a
végs gyogyaszati termék kezelését. A beteg ily mddon
ezt a kész gyogyaszati terméket kozvetleniil, oldas nél-
kiil tudnd alkalmazni.

Oxigénre érzékeny kémiai vegyiiletek, igy példaul
proteinektdl eltéré hatéanyagok vizes oldatait a kévet-
kez8képpen lehet oxigénmentesiteni: az injekcid céljara
szolgalé vizet nitrogénnel atoblitik az oxigén koncent-
racidjanak csékkentésére. A komponenseket feloldjak,
és az oldatot nitrogénnel 6blitik, majd ezutin nitrogén-
atmoszféraban tartjak. A t6ltés alatt az tivegeket nitro-
géngazzal 6blitik, majd az tivegeket szintén nitrogén-
aramban zarjak.

Nem lehetséges azonban a proteinoldatokat gazbu-
borékoltatassal oxigénmentesiteni. A proteinoldatok
erésen habosodnak, €s szamos protein hatbanyag, igy
példaul a VIII koagulaciés faktor denaturalédik, ha
ilyen kezelésnek vetik ala. Ezért kordbban soha nem
javasoltak, hogy a VIII koagulacids faktort tartalmazé
vizes oldatokat inert gazatmoszféraban, igy példaul nit-
rogénben taroljak.

Mi azonban azt tapasztaltuk, hogy a VIII koagulaci-
0s faktort tartalmaz6 oldatokat oxigénmentesiteni lehet
proteindenaturalas nélkiil. igy legnagyobb meglepeté-
siinkre azt talaltuk, hogy a VIII koagulacios faktort sta-
bilizalni lehet albumin nélkiil, és hogy az ilyen vizes
oldat, amelynek oxigéntartalma alacsony, stabil, ha
2-8 °C kozott taroljak.

A fentiek alapjan a talalmany egy kész gydgyaszati
termékre vonatkozik, amely csékkentett oxigénkon-
centracidju vizes oldatban VIII koagulacids faktort tar-
talmaz, €s a tarolas alatt a VIII faktor aktivitisa lénye-
gében megmarad.

A VIII faktor lehet plazmabdl szarmazé VIII faktor
vagy rekombinans VIII faktor. Ha a VIII faktor
rekombindns, az lehet teljes hosszlsigi forma vagy
elénydsen annak delécids szarmazéka. Kiilonosen el-
nydsen a delécids szarmazék a rekombinans delécids
FVIIISQ(r-VIII SQ) szarmazék.

A VIII faktor aktivitasa lehet 10-100000 IU/ml,
elénydsen 5010000 TU/ml.

A példékban alkalmazott VIII faktor nagymérték-
ben tisztitott, azaz a specifikus aktivitdsa tobb mint
5000 IU/mg protein, €s a készitményt a taldlmany sze-
rinti megoldassal albumin adagolasa nélkiil stabili-
zaljuk.

Az oxigén koncentracidjat vagy ugy csékkenthetjik,
hogy a vizes oldatot inert gdzatmoszféranak tesszik ki,
vagy el8szor csokkentjitk a nyomast, majd azutan beve-
zetjik az inert gaz. Ez utdbbi eljarast elénydsen tobb
ciklusban ismételjiik. Ennél a médszernél az oldat oxi-
géntartaima alacsony szintre csékkentheté anélkiil, hogy
a VIII faktor aktivitisaban lényeges csokkenés kovet-
kezne be. Az oldat oxigéntartalma 200 ppm, elénydsen
50 ppm, még elénydsebben 10 ppm, kiiléndsen elénys-
sen 2 ppm alatti érték. A tartalyban az oxigéntartalmat
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hasonloképpen lehet csikkenteni, elénydsen ugy, hogy a
tartaly inert gazatmoszféranak tessziik ki.

A végsé vagy kész gyOgyszertermék formulazott
gyo6gyszerre vonatkozik, amely a végsé tartdlyaban van.
Alkalmas tartdlyok a taladlmany értelmében példaul a
fiolak, fecskenddk vagy injekciods eszkzok. Az oldatot
alkalmasan inert gizatmoszféraban, igy példaul nitro-
gén-, argon- vagy héliumatmoszféraban taroljuk az ala-
csony oxigéntartalom fenntartdsa érdekében. Az inert
gaz elénydsen nem nemes inert gz, még elénydsebben
nitrogén.

Az alacsony oxigéntartalmat lényegében ugy is
fenntarthatjuk, hogy a vizes oldathoz antioxidanst ada-
golunk. Igy az oldat elénydsen tartalmazhat még leg-
alabb egy antioxidanst, igy példaul glutationt, acetil-
ciszteint, metionint, tokoferolt, butil-hidroxi-toluint,
butil-hidroxi-anizolt vagy valamely fenolos vegyiiletet.
Antioxidansként elénydsen legalabb egy, valamely ko-
vetkez$ vegyiiletet alkalmazunk: glutation, acetil-cisz-
tein vagy metionin. Komplexképzd szerek, igy példaul
EDTA és citromsav tovabb javitjak a VIII faktor stabili-
tasat.

Az antioxiddns mennyisége fligg a felhasznalt ve-
gyiilettdl. Ennek megfeleléen koncentraciét vagy
mennyiséget altalaban nem adhatunk meg, fontos azon-
ban, hogy az antioxidans mennyisége, ha jelen van,
gybgyszerészetileg elfogadhaté mennyiség kell hogy
legyen.

Az oldat pH-ja 6,5-8,5, el6nydsen 7 koriili érték.

Az oldatban nemionos feliiletaktiv anyag is van el6-
nyosen.

A nemionos feliiletaktiv anyag, ha jelen van, az el§-
nyosen valamely blokk-kopolimer, igy példaul polo-
xamer vagy poli(oxi-etilén)-szorbitan-zsirsavészter, igy
példaul poliszorbat 20 vagy poliszorbat 80.

A nemionos felilletaktiv anyag mennyisége, ha jelen
van, a kritikus micellakoncentracié (critical micelle
concentration, CMC) felett kell hogy legyen (Wan és
Lee, Journal of Pharm. Sci, 63, 136, 1974). A poli(oxi-
etilén)-szorbitan zsirsavészter mennyisége igy el6nyo-
sen legalabb 0,01 mg/ml.

A vizes oldat tartalmazhat tovidbbd még nétrium-
vagy kalium-kloridot, elény6sen tobb mint 0,1 M
mennyiségben.

A VI faktor nehéz és kénnyii lancainak egyesiilése
fiigg a kalcium (vagy mas, kétértékii fémion jelenlété-
t61). Jelen esetben kalcium-kloridot (CaCl,) adagol-
tunk, de mas sok, igy példaul kalcium-gliikonat, kalci-
um-glubionat vagy kalcium-gliiceptat is alkalmazhatd
elényosen 0,5 mM-nal nagyobb mennyiségben.

A vizes oldat tartalmaz valamely aminosavat, igy
példaul L-hisztidint, lizint és/vagy arginint t6bb mint
1 mM koncentraciéban. Mono- vagy diszacharidok, igy
példaul szachar6z vagy cukoralkoholok szintén adagol-
haték. Az oldat elénydsen L-hisztidint és szachardzt
tartalmaz.

A kész gyogyaszati termék eldnydsen vizes oldat-
ban a kovetkezbket tartalmazza:

i) 10~100 000 1U/ml rekombinans koagulaciés VIII
faktor,
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ii) legalabb 0,01 mg/ml poli(etilén-oxi)-szorbitin-
zsirsavészter,

ii1) natrium-klorid, elény6sen tobb mint 0,1 M
mennyiségben,

iv) kalciumso, igy példaul kalcium-klorid vagy kal-
cium-gliikonat, elénydsen tobb mint 0,5 mM mennyi-
ségben,

v) aminosav, igy példaul L-hisztidin 1 mM-nél na-
gyobb mennyiségben,

vi) mono- vagy diszacharid vagy cukoralkohol, el6-
nydsen szacharéz vagy mannit.

Ehhez az oldathoz még antioxidans is adagolhatd
gyogyszerészetileg elfogadhaté mennyiségben.

A talalmany szerinti végsé gydgyszertermék igy
egy felhasznalasra kész stabil vizes oldat.

A taldlmany szerinti gyogyszerterméket Ggy allitjuk
eld, hogy a VIII koagulacids faktort vagy az utolso tiszti-
tasi 1épésbdl szarmazé VIII koagulacids faktort egy vizes
oldattal elkeverjiik. A megfelel6 vizes oldat tartalmaz
legalabb egy valamely kdvetkezd adalékot: nemionos fe-
liletaktiv anyag, antioxidans, aminosav, igy példaul
L-hisztidin, natriums6, kalciumso vagy szahar6z.

A taldlmany vonatkozik tovabba a VIII koagulacids
faktor stabilitasanak fokozasara szolgalo eljarasra vizes
oldatban, amelynél az oldatot inert gazatmoszféraban
taroljuk. A talalmany vonatkozik tovabba egy olyan el-
jarasra, amelynél lehetséges a kezdeti VIII faktor kez-
deti aktivitisdnak legalabb 50, még inkabb 80%-anak
megtartasa 6 honapos tarolas utan, 2—10 °C h6mérsék-
leten és 6,5-8,5 kozotti pH-értéken. A taldlmany szerin-
ti megoldas alkalmazasaval lehetséges a végs6 gyogy-
terméket, amely vizes oldatban VIII faktort tartalmaz
12, még inkabb 24 hoénapon at tarolni anélkiil, hogy a
VIII faktor aktivitasanak észrevehetd vesztesége kovet-
kezne be. A taldlmany szerinti megoldas kiilonosen al-
kalmazhatd, ha a VIII faktor r—VIII SQ, mivel a példak-
ban bemutatott adatok szerint az r—VIIISQ legalabb
6 honapon 4t 5+3 °C hémérsékleten nitrogénatmoszfé-
raban tarolva lényegében stabil marad.

A kovetkezé példakban a talalmanyt mutatjuk be
kozelebbrol, és stabilitasi adatokat adunk meg a kiilén-
b6z vizes oldatok esetén, amely oldatokat a taldlmany
szerinti nitrogén- és argonatmoszférdban kezeltiink,
Osszehasonlitasul levegdn tarolt készitmény adatait ad-
juk meg. A talalmény természetesen nem korlatozodik
ezekre a példakra.

Kisérleti rész

Anyagok és eljarasok

A rekombinans VIII SQ faktort (—VIII SQ) lényegé-
ben a WO-A-91/09122 szami kozzétételi irat 1-3. pél-
dajaban leirtak szerint allitottuk el6. A DHFR hianyos
CHO-sejtvonalat (DG44N.Y.) elektroporaltunk egy
—VIII SQ gént tartalmazd expresszios vektorral és egy
dihidrofolat reduktaz gént tartalmazé expresszios vek-
torral. A szelektiv kzegen valé szelektaldédast kvetGen
a t0lél6 kolonidkat novesztettitk, lépcsdzetesen novelve
a metotexat mennyiségét. A kapott kolonidk feliiliszojat
egyedenként vizsgaltuk a VIII faktor-aktivitasra. Kiva-
lasztottuk a termel6klont, és ezt egymast kovetd szérum-



1 HU 215263 B 2

mentes szuszpenzids tenyésztéséhez adaptaltuk megha-
tarozott kozegben, majd végiil egy nagyipari méretii fer-
mentacios eljarasnak vetettiik ala. A feliiliszét bizonyos
id6 elteltével elvalasztottuk, majd tovabb tisztitottuk az

tassal allitottuk be. Az oldatot ezutdn sterilen sziirtiik
(0,22 pm), kiadagoltuk és oxigénmentesitettiik, az olda-
tot csokkentett nyomasnak tettiik ki, majd tobb ciklus-
ban inert gazt vezettiink be.

alabbiakban leirtak szerint. 5 A VIII koagulacidos faktor aktivitasat kromogén
A tisztitott kézeg pH-jat beallitottuk, és egy szubsztratumvizsgalattal (Coatest Factor VIII,
S-Sepharose FF oszlopra adagoltuk. Mosas utan a VIII Chromogenix AB, Moélndal, Sweden) hatiroztuk meg.
faktort S mM CaCl,-t tartalmazé sopufferral eludltuk. Az aktivalt X faktort (Xa) belsé iton nyertiik, ahol a
Immunoaffinitdsos gyantidn immunoadszorpcidt vé- VIII faktor kofaktorként szerepelt. Az Xa faktort ezutan
geztiink, ligandumként a VIII faktor nehéz lancaval 10 vizsgdltuk szintetikus kromogénszubsztratum,
szembeni monoklon antitestet (8A4) alkalmaztunk. Az §-2222 alkalmazéasaval I-2581 trombin inhibitor jelen-
oszlopra valo felvitel el6tt az S-eluatumot 0,3%-os Iétében a szubsztratum hidrolizisének megakadalyoza-
TNBP-vel és 1%-0s Octoxynol 9 anyaggal kezeltiik. séra. A reakciot savval megéllitottuk, majd meghataroz-
Az oszlopot kiegyenstlyoztuk, mostuk, a VIII fak- tuk fotometrikus uton 450 nm-en reagens vakprobaval
tort elualtuk, 0,05 M CaCl, és 50% etilénglikol-tartal- 15 szemben a VIII:C mennyiségét, amely ardnyos a pNA
mu pufferral. (para-nitroanilin) felszabaduldsaval. A VIIL.C faktor-
Az mAb-eluatumot egy Q-Sepharose oszlopra vit- egységet nemzetkozi egységben (IU) fejeztiik ki, ame-
tiikk fel, majd egy elucids pufferral az immunoaffinitasos lyet a WHO hatarozott meg, a jelenlegi International
1épésnél kiegyensulyoztuk. Mosas utan a VIII faktort Concentrate Standard (IS)-ben.
0,05 M L-hisztidint, 4 mM CaCl,-t és 0,6 mol NaCl-t 20
tartalmazé anyaggal elualtuk (pH=6,8). 1. példa
A Q-eluatumot egy gélfiltracids oszlopra vittiik Levegd- vagy nitrogénatmoszférdban tarolt
(Superdex 200 p. g.). A kiegyenstlyozast és az elualast oldatok dsszehasonlitdsa
a formulacios pufferral végeztiik, amikor is az alabbi Rekombinans VIII faktort allitottunk elé az el6z6-
példék szerinti készitményt nyertik. 25 ekben leirtak szerint.
Az —VIII SQ anyagot a végsd tisztitasi 1épésnél Az oldatokat hdrom kiilonb6z8 hémérsékleten,
nyerjik. A VIII faktor-aktivitast és az inaktiv kompo- 7,25 és 30 °C homérsékleten taroltuk.
nensek koncentracidjat a megfeleld pufferral valé higi- A fiolakba szétosztott mennyiség 2 ml volt.
1. tablazat
Az sszetételek a kovetkez8k:
1A 1B 1C 1D 1E 1F
L-Histidinc, 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7
mM
Eam“m'kl"“d’ 0,31 0,31 0,31 0,31 031 0,31
Kalcium-klorid 3.7 37 37 37 37 37
mM
Poliszorbit, 0,23 023 0,23 0,23 023 0,23
mg/ml
pH 7 6 7 7 6 7
Atmoszféra N, N, levegd N, N, levegd
VIIL:C 1U/ml
kezdeti 267 258 267 260 259 260
3 hénap utén
7eC 238 219 - 224 151 -
6 hénap utén 217 186 158 204 84 20
7°C
1 hénap utédn
25 °C 220 - - 232 - -
3 hénap utén
25°C 198 - - 186 - -
1 hénap utén
30°C 210 181 136 210 160 8
3 hnap utdn 158 126 26 152 54 2
30°C
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Mint az a fenti példabél kitiinik, oxigén nélkiil 7 °C
hémérsékleten elfogadhaté mennyiségli VIII:C van je-
len 6 hénapos oldatban vald térolds utan is. 25 vagy
30 °C hémérsékleten is lehet a taldlmany szerinti meg-
oldassal a tarolast végezni az aktivitas thlzott vesztesé-
ge nélkiil. Lathato tovabba, hogy a stabilitas jobb
pH=7 értéknél, mint pH=6 értéknél.

2. példa

Antioxiddnst és szacharozt tartalmazé oldatok

A rekombinans VIII faktort a kisérleti részben leir-
tak szerint allitjuk eld.

Az oldatokat két kiilonb6z3 hémérsékleten, 7°, illet-
ve 25 °C hémérsékleten taroltuk.

A fiolakba szétosztott mennyiség 2 ml volt

2. tablazat

2A 2B
Glutation, mg/ml 0,3 -
5 Acetil-cisztein, mg/ml - 3
pH 7 7
Atmoszféra N, N,
VIIIL:C IU/ml
10 kezdeti 105 108
3 hénap utén, 7 °C 99 105
6 hénap utén, 7 °C 90 91
2 hénap utén, 25 °C 85 78
15 | 3 hénap utan, 25 °C 78 66

Az 3sszetételek a kovetkezOk:

Mindegyik oldat esetén elfogadhato stabilitast hata-
roztunk meg a VIII:C esetén 7°-on, 6 hénap elteltével.

2A 2B 20 3. példa

o Klorid l Glutationt vagy aszkorbinsavat tartalmazo
Nétrium-klorid, mg/m 0,31 031 oldatok dsszehasonlitasa levegd- vagy
Kalcium-klorid, mM 3,7 3,7 nitrogénatmoszféraban valo tarolds esetén
Poliszorbat, mg/ml 023 0,23 A re'kombir}éns VIII faktort a kisérleti részben leir-

— 25 tak szerint allitjuk elg.
L-Histidine, mM 14,7 9 Az oldatokat 25 °C hémérsékleten taroltuk.
Szachar6z, mg/ml 200 200 A fiolakba szétosztott mennyiség 2 ml volt.
3. tablazat
Az Osszetételek a kovetkez6k:
3A 3B 3C 3D 3E 3F

Histidine, mg/ml 2,27 2,27 2,27 2,27 2,27 2,27
Natrim-klorid, mg/ml 18,1 18,1 18,1 18,1 18,1 18,1
Kalcium-klorid, mM 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7
Poliszorbat 80, mg/mt 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Glutation, mg/ml 0 0 0,3 0,3 0 0
Aszkorbinsav, mg/ml 0 0 0 0 4 4
pH 7 7 7 7 7 7
Atmoszféra N, levegd N, leveg6 N, levegd
VIII:C IU/ml kezdeti 231 231 225 225 220 220
1 hénap utén 212 15 203 170 169 2
2 hénap utén 200 6 177 113 - -
3 hénap utén 210 - 163 - - -

2 hénapos nitrogénatmoszféraban valo tarolas utén 4. példa

a VIII faktor kezdeti aktivitasdnak koriilbelil 80%-a
megmaradt. Ez fiiggetlen attél, hogy glutation jelen
volt vagy nem. Azonban a glutation jelentds mérték-
ben novelte a stabilitast, ha az oldatot levegén tarol-
tuk. Az aszkorbinsav a VIII faktor stabilitasat csok-
kentette.
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Glutationt tartalmazo és glutation nélkiili oldatok

dsszehasonlitdsa levegd- vagy

argonatmoszférdaban valo tdarolds soran

A rekombinans VIII faktort a kisérleti részben leir-
tak szerint allitjuk elg.

Az oldatokat két kiilsnb6z6 hémérsékleten, 7°, illet-
ve 25 °C hémeérsékleten taroltuk.

A fiolakba bemért mennyiség 2 ml volt.
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4. tablazat
Az Osszetételek a kovetkezdk:

4A 4B 4C 4D 4E 4F
Histidine, mg/ml 2,29 2,29 2,29 2,29 2,29 2,29
Natrium-klorid, mg/ml 18,1 18,1 18,1 18,1 18,1 18,1
Kalcium-klorid, mM 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7
Poliszorbat 80, mg/ml 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Glutation, mg/ml - 0,6 0,6 - 0,6 0,6
pH 7 7 7 7 7
Tarolasi hdmérséklet °C 25 25 25 7 7
Atmoszféra Ar Ar levegd Ar Ar leveg6
VIIL:C 1U/ml kezdeti 234 176 234 234 176 234
1 hénap utén 213 157 133 232 172 160
2 hénap utan 187 139 90 200 153 148
3 hénap utan 185 138 72 207 159 131
4 honap utan 158 116 - 186 144 125
6 hénap utan 149 111 - 188 147 114
9 hénap utan - - - 130 106 67

6 hénapos argonatmoszféraban valé tirolas utin a
VIII faktor aktivitdsa az eredeti érték 65%-a vagy ennél
tobb volt 25 °C hémérsékleten. 7 °C hémérsékleten a
megfeleld érték 80% vagy még tobb.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Stabil, beadasra alkalmas gyogyszerkészitmény,
amely a végsd, felhaszndlasra kész tartdlyiban
10-100000 TU/ml aktivitisnak megfeleld koagulicids
VIII faktort tartalmaz vizes oldatban csokkentett oxi-
génkoncentraci6 mellett, a VIII faktor-aktivitas tilnyo-
mo részének tarolds alatti megtartdsa érdekében. El-
sGbbsége: 1994. 07. 01.

2. Az 1. igénypont szerinti gyégyszerkészitmény,
amely inert géz is tartalmaz. ElsGbbsége: 1994. 07. O1.

3. A 2. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény,
amely inert gazként nitrogént tartalmaz. Els6bbsége:
1994. 07.01.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amelyben a vizes oldat még legalabb
egy antioxidénst is tartalmaz a kévetkez8kbél: gluta-
tion, acetil-cisztein, metionin, tokoferol, butil-hidroxi-
toluol, butil-hidroxi-anizol vagy valamely fenolos ve-
gyiilet. Elsébbsége: 1994. 07. 01.

5. A 4. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény,
amely antioxiddnsként glutationt, acetil-ciszteint vagy
metionint tartalmaz. ElsGbbsége: 1994. 07. 01.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amely nagy tisztasagl koaguldcids
VIII faktort tartalmaz, és az oldat albumin adagolasa
nélkiil stabil. ElsGbbsége: 1994. 07. 01.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti végs6
gyogyszerkészitmény, amelyben a koagulacios VIII fak-
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tor egy teljes hosszisagu rekombinans VIII faktor vagy
annak delécids szarmazéka. ElsGbbsége: 1994. 07. 01.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amelyben az aktiv koagulaciés VIII
faktor mennyisége 5010 000 IU/ml. Els6bbsége: 1994,
07.01.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amelynél a vizes oldat még egy
nemionos feliiletaktiv anyagot is tartalmaz. Els8bbsége:
1994. 07. 01.

10. A 9. igénypont szerinti gybgyszerkészitmény,
amelyben a nemionos feliiletaktiv anyag mennyisége a
kritikus micellakoncentracié feletti érték. Elsdbbsége:
1994. 07. 01.

11. A 9. vagy 10. igénypontok barmelyike szerinti
gyogyszerkészitmény, amely nemionos feliiletaktiv
anyagként valamely blokk-kopolimert vagy poli(etilén-
oxi)-szorbitan-zsirsavésztert tartalmaz. Elsébbsége:
1994. 07. 01.

12. A 1-11. igénypontok barmelyike szerinti
gyogyszerkészitmény, amelynél a vizes oldat még vala-
mely kalciumsét, igy kalcium-kloridot vagy kalcium-
glitkonatot tartalmaz, elénydsen 0,5 mM feletti kon-
centricioban. ElsGbbsége: 1994. 07. 01.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amelynél a vizes oldat még valamely
aminosavat, igy példaul L-hisztidint tartalmaz 1| mM fe-
letti mennyiségben. Els6bbsége: 1994. 07. 01.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti gyogy-
szerkészitmény, amelynél a vizes oldat még valamely
mono- vagy diszacharidot vagy cukor-alkoholt, elényo-
sen szacharozt tartalmaz. ElsGbbsége: 1994, 07. 01.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti
gyogyszerkészitmény, amelynél a vizes oldat dsszetéte-
le a kovetkez6:
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i) 10-100 000 IU/ml rekombinans koagulaciés VIII
faktor,

ii) legalabb 0,01 mg/ml poli(etilén-oxi)-szorbitan-
zsirsav-észter,

iii) natrium-klorid, elénydsen 0,1 M feletti mennyi-
ségben,

iv) kélciumsd, igy példaul kalcium-klorid vagy kal-
cium-glitkonat, elénydsen 0,5 mM feletti mennyiség-
ben,

v) valamely aminosav, igy példaul L-hisztidin
1 mM feletti mennyiségen,

vi) egy mono- vagy diszacharid vagy cukoralkohol,
elényosen szacharéz vagy mannit ElsGbbsége: 1994.
07.01.

16. Eljaras az 1-15. igénypontok barmelyike szerinti
oldat elGallitasara, azzal jellemezve, hogy egy vizes olda-
tot elkeveriink 10-100000 TU/ml aktivitasnak megfeleld
mennyiségii koagulacids VIII faktorral, majd csokkent-
jiikk az oxigénkoncentracidt az oldat inert gazatmoszféra
ala helyezésével. Els6bbsége: 1993. 05. 07.

17. Eljaras az 1-15. igénypontok barmelyike sze-
rinti oldat eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy vi-
zes oldatot elkeveriink a VIII koagulaciés faktorral,
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majd csokkentjiikk az oxigénkoncentraciot ugy, hogy
eldszor csokkentjitk a nyomast, majd inert gazt veze-
tiink be, elénydsen tobb ciklusban. Elsébbsége: 1993.
05.07.

18. Eljaras az 1-15. igénypontok barmelyike szerin-
ti oldat elGallitasara, azzal jellemezve, hogy a VIII koa-
gulacios faktort az utolsé tisztitasi 1épésnél egy vizes
puffer oldattal elualjuk, majd csékkentjilk az oxigén-
koncentraciét az oldat inert gdzatmoszféra ala helyezé-
sével. Elsdbbsége: 1993. 05. 07.

19. Eljaras az 1-15. igénypontok barmelyike szerin-
ti oldat elballitasara, azzal jellemezve, hogy a koagula-
cios VIII faktort az utolso tisztitasi 1épésnél vizes puffer
oldattal elualjuk, majd csokkentjiik az oxigénkoncent-
raciét ugy, hogy el6szér a nyomast csdkkentjiik, majd
inert gazt vezetiink be, eldnydsen tobb ciklusban. El-
sObbsége: 1993. 05. 07.

20. A 16-19. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a vizes oldatban még leg-
alabb egy tovabbi adalékot is alkalmazunk a kovetke-
z8k koziil: nemionos feliiletaktiv anyag, antioxidans,
aminosav, elénydsen L-hisztidin, natriumsd, kalciumsé
vagy szachar6z. Els6bbsége: 1993. 05. 07.

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tordcsik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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