LT 4947 B

1oy LT 4947 B

12 PATENTO APRASYMAS

(11)  Patento numeris: 4947 (51) Int.CL": A61K 38/21
C12N 15/20
(21)  Paraidkos numeris: 2001 093

(22) Paraiskos padavimo data: 2001 09 26

(41)  ParaiSkos paskelbimo data: 2002 04 25

(45)  Patento paskelbimo data: 2002 08 26

(62) Paraiskos, i§ kurios dokumentas i§skirtas, numeris: —
(86)  Tarptautinés paraiskos numeris:

(86)  Tarptautinés paraiSkos padavimo data: —

(85)  Nacionalinio PCT lygio proceddros pradzios data:  —
(30)  Prioritetas;: —

(72)  ISradéjas:

Henrikas Kestutis SEBEKA, LT

Biruté STARKUVIENE, LT

Algimantas Antanas PAULIUKONIS, LT
Viadas Algirdas BUMELIS, LT

(73)  Patento savininkas:

BIOTECHNOLOGIJOS INSTITUTAS, V.Graicitno g. 8, 2028 Vilnius, LT
(74)  Patentinis patikétinis:

Liudmila GERASIMOVIC, J. Basanaviéiaus g. 16/5-41, 2009 Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:

Interferono alfa farmaciné kompozicija

(57)  Referatas:

ISradimas apras$o interferono alfa-2 (IFN) tirpalg, kuris pasiZzymi padidintu terminiu stabilumu ir atsparumu
autooksidacijai bei jo paruosimo bada. Tirpalas turi (0,01-50) x 10° TV/ml interferono alfa-2b, 0,08-0,1 M natrio
citraty, 0,05-0,06 M glicino, 0,008-0,01 % polisorbato-20, 0,004-0,005 % timerosalio. Tirpalo pH palaikomas
6,0+0,1. {Sradimas priklauso farmacijos sriciai ir gali bati panaudotas IFN skysty vaistiniy formy, skirty kai kuriy
virusiniy ir onkologiniy ligy terapijai, gamyboje ir biotechnologijoje genoinZinerinio IFN gamybos procesuose.
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Isradimas apraSo farmacinés paskirties kompozicija. sudaryta i§ biologiskai
aktyvaus baltymo - interferono (IFN) alfa-2 ir vandenyje i8tirpinty kity komponenty. kurie
jam suteikia padidintg terminj stabiluma ir atsparumg autooksidacijai, bei jos paruo$imo
blida.

I$radimas priklauso farmacijos sri¢iai ir gali biti panaudotas IFN vaistiniy formy -
injekciniy tirpaly, lasy, losjony ir kity skysty vaistiniy formu, skirty kai kuriy virusiniy ir
onkologiniy ligy terapijai, gamyboje bei biotechnologijoje genoinzinerinio IFN gamybos
procesuose.

IFN vaistiniy formu gamybos, transportavimo, sandéliavimo ir vartojimo metu
susiduriama su stabilumo problemomis, kurios atsiranda dél IFN jautrumo aplinkos
fizikiniams ir cheminiams faktoriams. Jiems veikiant vyksta agregacijos, proteolizés.
oksidacijos, deamidinimo. disulfidiniy ry$iy irimo ir kiti procesai. To pasékoje [FN
skystos wvaistinés formos (tirpalai) praranda dalj biologinio aktyvumo, jose atsiranda
degradacijos produkty, kuriy kiekiams virSyjus Europos Farmakopé¢jos nustatytus
normatyvus, [FN preparatai tampa netinkami naudojimut.

IFN stabilizavimui naudojamos kompozicijos. daznai savo sudétyje turincios
7mogaus serumo albumino (ZSA). Pasaulinéje rinkoje placiausiai paplite interferono alfa
komerciniai preparatai yra BEROFOR (Boehringer Ingelheim. Vokietija). INTRON A
(Schering, JAV). ROFERON A (Hoffmann-La Roche. Sveicarija), WELLFERON
(Wellcome Foundation, Anglija), kurie skiriasi savo sudétimis ar gamybos budu. taciau
visi jie turi stabilizuojantj agentq ZSA [A. Braun, J. Alsenz, (1997), Pharm. Res.. Vol. 4.
No. 10, pp. 1394 — 1400]. Naujos kartos patentuoti interferono tirpalai pasizymi tuo. kad
juose atsisakyta komponenty. pagaminty i3 kraujo serumo. nes Sis gali buti zmogaus
imunodeficito viruso (ZIV) infekcijos $altinis. Tokiu patenty yra tik keletas. Taip antal.
tarptautiné paraiska WO 89/04177 apraso interferono beta tirpalo kompozicija. Ji sudaryta
i$ amonio acetato buferio pH 5.0 % 0.1. izotonizuojan&io agento NaCl 0.9% ir nejoninio
detergento polisorbato-80 0.03% koncentracijos. Yra Zzinomas Japonijos patentas
61 277633. kuriame aprasyta interferono gama tirpalo kompozicija. Jo buferine dalis yra

natrio sukcinatas. pH 3.0. izotonizuojantis agentas - manitolis 4%.
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I$radimui artimiausi analogai yra interferono alfa tirpalai. Tai Hoffmann-La Roche
firmos Europos patentas EP 0736303, apraantis interferono alfa ir jo polietilenglikolinio
darinio tirpaly kompozicijas. Jose yra 0,01 - 0,015 M amonio acetato arba natrio laktato
buferiné sistema, pH 4,5 - 5,5, tinkamiausias pH - 5,0 + 0,1. Naudojamas nejoninis
detergentas polisorbatas-80 0,01 - 0,5 mg/ml koncentracijos. Tinkamiausias
izotonizuojantis agentas yra NaCl arba manitolis, be jy gali biti tam tikslui naudojami
glicerolis, argininas, lizinas, histidinas, metioninas ar etanolaminas. Antimikrobinis
agentas yra benzilo alkoholis 8 - 20 mg/ml koncentracijos. Kompozicijos paruosimo metu
i§ tirpalo paSalinamas deguonis azoto dujy pagalba. Tokiame tirpale po 3 mén. iSlieka:
prie 5°C - 92 - 94%, prie 25°C - 61 - 88% ir prie 35°C - 44 - 71% natyvaus IFN,
priklausomai nuo jo pradinés koncentracijos.

Europos patentas EP 0777495, i3duotas Schering korporacijos vardu, apra$o
interferony alfa vandeninius tirpalus. Biologiskai aktyvus komponentas gali biiti bet koks
alfa tipo interferonas (0,1 - lOO)xlO6 TV/ml. Buferinés sistemos pH 4,5 - 7,1,
tinkamiausias yra natrio fosfaty buferis pH 6,8. Kad tirpalas nesidrumsty, pridedamas
chelatuojantis agentas - dinatrio divandenilio tetraacto riigstis (EDTA) arba citriny rigstis,
bet tinkamiausias yra EDTA 0,1 mg/ml. Nejoninis detergentas polisorbatas-80 0,1 mg/ml
reikalingas interferono stabilizavimui apsaugant nuo galimy praradimy adsorbcijos ant
pavirsiy biidu. Izotonizuojantis agentas yra NaCl 7,5 mg/ml. Antimikrobinis agentas yra
metakrezolis, fenolis, metilparabenas, propilparabenas arba metil-propilparabeny misinys.
Tirpalo paruo3imo metu i§ jo turi biti pasalintas deguonis su azoto dujy pagalba iki 0,25
ppm koncentracijos, o vir§ tirpalo deguonies koncentracija neturi virSyti 4%. Esant 2 -
8°C per 24 mén tirpale iSsilaiko ne maZiau 75% biologinio aktyvumo ir vizualiai
nepastebimas joks drumstumas.

IFN tirpalai naudojami kaip skystos vaistinés formos, kuriy galiojimo laikas turéty
biiti matuojamas metais, todél IFN stabilumo tirpale padidinimas yra aktuali problema.
Patenty analizé rodo, kad IFN stabilumas Zinomos sudéties tirpaluose yra nepakankamas
ilgalaikio saugojimo poZzilriu. Zalingai IFN veikiantys aplinkos veiksniai Siluma ir
deguonis yra degradaciniy procesy varikliai. Jy takoje kei¢iasi IFN natyvi struktira,
oksiduojasi metionino liekanos ir prarandamas biologinis aktyvumas.

Sio isradimo tikslas - padidinti IFN tirpalo termostabiluma ir atsparuma

autooksidacijai.
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Tikslas pasiektas iSradus nauja kompozicija, kurios komponentai yra:

(a) interferonas alfa-2, veiklioji medziaga;

(b) natrio citratai, efektyvios koncentracijos buferiné sistema, turinti efektyvy pH. Be $ios
funkcijos jie tarnauja kaip chelatuojantys, izotonizuojantys ir stabilizuojantys agentai;

(c) glicinas, efektyvios koncentracijos chelatuojantis, izotonizuojantis ir stabilizuojantis
agentas;

(d) polisorbatas-20 , nejoninis detergentas. efektyvios koncentracijos stabilizuojantis
agentas;

(e) timerosalis, efektyvios koncentracijos stabilizuojantis agentas.

ISrastoje kompozicijoje interferonas alfa-2 tipo gali biiti alfa-2a arba alfa-2b,
tinkamiausias yra rekombinantinis Zmogaus interferonas alfa-2b. Nustatyta, kad jo
koncentracija tirpale turi atitikti (0,01 - 50)x10° TV/ml, o tinkamiausia yra (0.1 - 30)x10°
TV/ml.

Sitilomoje kompozicijoje tinkamiausia buferiné sistema yra mononatrio ir dinatrio
citraty tirpalas, prieSingai analogui EP 0777495, pagal kuri tinkamiausias yra natrio
fosfaty tirpalas. Nustatyta. kad citratai efektyviausiai, palyginus su fosfatais ar acetatais.
stabilizuoja IFN, esant jy koncentracijai 0,08 - 0,1 M.

Esming reikSme IFN tirpalo stabilumui turi jo pH, kurio tinkamiausia reikimé
iSradimo kompozicijos atveju yra 6,0 + 0,1 . PrieSingai. pagal EP 0736303 tinkamiausias
pH yra 5.0 + 0,1 , o pagal kitg EP 0777495 tinkamiausias pH 6,8.

Be to, citraty anijonai atlieka chelatuojantio agento funkcija. sudarydami
kompleksus su metaly katijonais. Analoge tamn tikslui tarnauja EDTA arba citriny riigstis.
bet tinkamiausia yra EDTA. Tagiau Europos Medikamenty jvertinimo agentiira
nerekomenduoja jos naudoti. ISradimo kompozicijoje be citraty chelatuojanéiomis
savybémis pasiZymi ir kitas komponentas - glicinas. Jy bendras efektyvumas leido
atsisakyti nuo EDTA panaudojimo.

[sradimo kompozicijoje natrio citratai kartu su glicinu suteikia [FN tirpalui
izotonisSkuma. esant bendrai jy koncentracijai 0.13 - 0.16 M.

Glicinas yra IFN stabilizuojantis komponentas. kurio efektyvi koncentracija
siilomoje kompozicijoje vra 0.05 - 0.06 M. Jis atlicka taip pat chelatuojanéio ir
izotonizuojanc¢io agento funkcijas kartu su citratais.

Naujos farmacinés kompozicijos stabilizuojan¢iu  Komponentu  panaudotas

nejoninis detergentas polisorbatas-20 esant jo koncentracijai 0.008 - 0.01 .
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Antimikrobinis komponentas yra timerosalis, kurio tinkamiausia koncentracija
iSradimo kompozicijoje yra 0,004 — 0,005 %.

Naujos farmacinés kompozicijos tirpalo paruo3imo bidas pasizymi tuo, kad,
paruo3us buferinés sistemos tirpalg su pridétais chelatuojanéiu, izotonizuojandiu agentu,
nejoniniu detergentu bei antimikrobiniu agentu, prieingai Zinomiems paruo$imo budams,
1§ o tirpalo nepaSalinamas deguonis.

I§radima iliustruoja pavyzdziai:

1 pavyzdys

Naujos interferono farmacinés kompozicijos tirpalo paruoSimas

IFN tirpalas gaunamas itirpinant kompozicijos komponentus injekciniame
vandenyje kambario temperatiiroje. Pirmiausia paruo3iamas buferis i§ citriny riigities
tirpalo neutralizuojant ji su 10 - 20% NaOH tirpalu iki pH 6,0 + 0,1. Po to, maisant
idtirpinami reikiami kiekiai timerosalio ir glicino. Po to pridedamas polisorbato-20
tirpalas minimaliame kiekyje vandens. Pabaigoje praskiedZiama su vandeniu ir IFN
tirpalu iki norimos koncentracijos. Aseptinémis salygomis tirpalas nufiltruojamas per
membraninj filtra. Sterilus filtratas i$pilstomas j buteliukus, kurie uZkem3ami.

Konkreti kompozicijos sudétis pasirenkama pagal I lentelés duomenis.

1 lentelé

Naujos kompozicijos interferono 1 ml tirpalo sudétis

Komponentas Kiekis

Interferonas alfa-2b (0,01 - 50)x10° TV

Citriny rugsties monohidratas | 17 -21 mg

Natrio hidroksidas 10% iki pH 5,9 - 6,1
Glicinas 3,8-4,5mg
Polisorbatas-20 0,08 - 0,1 mg
Timerosalis 0,04 - 0,05 mg

Vanduo injekcijoms iki 1,0 ml
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2 pavyzdys

Termostabilumo tyrimams paruodti trys IFN alfa-2b (0,1x10° TV/ml) tirpalai.
Vienas i3 jy (tirpalas A) pagal Sio i§radimo 1-0 pavyzdZio maZiausias reik$mes, o kiti du
pagal analogus: tirpalas B pagal patenta EP 0736303 (Zr.2 lentele), o tirpalas C pagal
patentag EP 0777495 (Zr. 3 lentele).

2 lentelé

Interferono tirpalas B, paruostas pagal EP 0736303

Komponentas Kiekis
Interferonas alfa-2b 1x10° TV
Amonio acetatas 0,77 mg

Natrio chloridas 7,21 mg
Benzilo alkoholis 10,0 mg
Polisorbatas-80 0,1 mg

Acto rugstis 0,1 N iki pH 5,0 £ 0,1
Natrio hidroksidas 0,1 N | iki pH 5,0 £ 0,1
Vanduo injekcijoms iki 1 ml

Visi trys tirpalai uzkim3tuose buteliukuose inkubuoti vandens termostate 60°C
temperatiiroje. Po tam tikro laiko Hamiltono $virk§tu imami meéginiai ir nustatomas IFN
biologinis aktyvumas pagal Europos Farmakopéjos metodika. Gauti rezultatai pateikti
Fig.1.

15 gauty duomeny matyti, kad naujos kompozicijos IFN tirpalo (A) stabilumas prie

60°C yra Zymiai didesnis, palyginus su jos analogais (B,C).
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Interferono tirpalas C, paruostas pagal EP 0777495

3 lentele

Komponentas Kiekis

Interferonas alfa-2b 1x10° TV

Dinatrio vandenilio ortofosfatas bevandenis 1,8 mg

Mononatrio divandenilio ortofosfatas monohidratas 1,3 mg

Dinatrio EDTA 0,1 mg

Polisorbatas-80 0,1 mg

m-Krezolis 1,5 mg

Natrio chloridas 7,5 mg

Vanduo injekcijoms iki 1 ml, tirpalo
pH 6,8

3 pavyzdys
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Termostabilumo tyrimams paruosti trys IFN alfa-2b (1x10® TV/ml) tirpalai, kurie

skiriasi nuo 2 pavyzdZio tuo, kad A tirpalo komponenty koncentracijos turi didZiausias

reikSmes, nurodytas 1 lenteléje. Termostabilumo testai atlikti taip pat, i$skyrus tai, kad

IFN tirpalai inkubuojami 35°C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti Fig.2.

[§ gauty rezultaty matyti, kad esant 35 OC naujos kompozicijos IFN tirpalas (A)

yra stabilesnis, palyginus su analogy IFN tirpalais (B ir C).

4 pavyzdys

Termostabilumo tyrimams paruosti trys IFN alfa-2b (18x10® TV/ml) tirpalai, kurie

skiriasi nuo 2 pavyzdZio tuo, kad A tirpalo komponenty koncentracijos turi didZiausias

reiksmes. parodytas 1 lenteléje. Termostabilumo testai atlikti taip pat, iskyrus tai, kad

IFN tirpalai inkubuojami 25°C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti Fig. 3. I§ gauty

rezultaty matvti, kad esant 25°C naujos kompozicijos IFN tirpalas (A) yra stabilesnis,

palyginus su analogy IFN tirpalais (B ir C).
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5 pavyzdys

Oksiduoty produkty nustatymui pagal 2 pvz. paruosti 10 ir 18 milijony TV/ml
koncentracijos IFN alfa-2b tirpalai (A, B, C). Paruosimo metu i§ visy tirpaly nebuvo
pasalintas deguonis. Tirpalai buvo inkubuoti 5°C ir 25°C temperaturoje 18 meén. Po to
nustatytas oksiduoto IFN kiekis tirpaluose auksto slégio chromatografijos (HPLC) metodu
pagal Europos Farmakopéja. Gauti rezultatai pateikti 4 lenteléje.

4 lentele

Oksiduoto IFN kiekis, susidargs tirpaluose jvairiy kompozicijy, inkubuoty prie 4°C ir

25°C, 18 men.

IFN tirpalo IFN koncentracija, Oksiduoto IFN Oksiduoto IFN
pavadinimas TV/ml kiekis, %, kiekis, %
£c 25%¢C

A — Isradimo 10x10° 1,9 2,6

kompozicija 18x10° 2,0 2,4

B - pagal analoga 10x10° 10,6 11,9

EP 0736303 18x10° 8,7 11,2

C - pagal analoga 10x10° 8,9 23,7

EP 0777495 18x10° 7,1 26,6

Pastaba: pradiniame IFN tirpale rasta 1,9 % oksiduotos formos.

I gauty rezultaty matyti, kad pagal atsparuma autooksidacijai Zinomi interferono

tirpalai negali prilygti irastos kompozicijos IFN tirpalams.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1.

Interferono alfa farmaciné kompozicija, turinti buferine sistema ir/arba
stabilizuojan¢ius agentus ir galinti turéti chelatuojantj agenta, izotonizuojantj
agenta, nejoninj detergenta bei antimikrobinj agenta, besiskirianti tuo,
kad bufering sistema sudaro natrio citratai, o kompozicijos sudétyje yra

efektyvios glicino, polisorbato-20 ir timerosalio koncentracijos.

Farmaciné kompozicija pagal 1 punkta. besiskirianti tuo, kad ji yra

vandeninis tirpalas, turintis :

rekombinantinio Zmogaus interferono alfa-2b (0,01-50)x10° TV/ml,
natrio citraty 0,08-0,1 M,

glicino 0,05-0,06 M,
polisorbato-20 0,008-0,01%,
timerosalio 0.004-0.005%.

Farmaciné kompozicija pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti tuo, kad

tirpalo pH yra 6,0£0,1.

Interferono alfa farmacinés kompozicijos pagal 1-3 punktus tirpalo paruogimo
bidas, apimantis buferio paruo$ima, stabilizuojanéiy agenty ir/arba nejoninio
detergento bei antimikrobinio agento istirpinima, deguonies pasalinima
inertiniy  dujy pagalba ir veikliosios medziagos tirpalo pridéjima.
besiskiriantis tuo, kad prie§ interferono alfa tirpalo pridéjima i3

tirpalo nepaSalinamas deguonis.



—

LT 4947 B




10

LT 4947 B

1007

0 5 10 15
Laikas, mén.

Fig.2



Aktyvumas, %

1007
907
807
707
607
507
407
307

11
LT 4947 B

207

TmO

I ' |

10 15 20
Laikas, mén.

Fig.3



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description
	Abstract

