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69 Stabiles pharmazeutisches Priiparat, enthaltend Granulocytkolonie stimulierender Faktor, und
Verfahren zur Herstellung desselben.

@ Ein stabiles Granulocytkolonie stimulierender Faktor
enthaltendes  pharmazeutisches  Prdparat  wird
beschrieben. Es enthilt, zusitzlich zum Granulocytkolonie
stimulierenden Faktor, welcher als effektiver Bestandteil
vorhanden ist, wenigstens eine Substanz, ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus einem pharmazeutisch
annehmbaren Oberflichenmittel, Saccharid, Protein und
héher-molekulargewichtigen Verbindung.
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PATENTANSPRUCHE

1. Ein stabiles, Granulocytkolonie stimulierender Faktor
enthaltendes pharmazeutisches Priparat, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es zusdtzlich zum Granulocytkolonie stimu-
lierenden Faktor, welcher als der effektive Bestandteil vor-
handen ist, wenigstens eine Substanz enthilt, ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus einem pharmazeutisch annehm-
baren Oberflachenmittel, einem Saccharid, einem Protein
und einer hoher molekulargewichtigen Verbindung.

2. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es das Oberflichenmittel in einer Men-
ge von 1—10 000 Gew.-Teile pro Gewichtsteil an Granulo-
cytkolonie stimulierendem Faktor enthélt.

3. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass das genannte Oberflichenmit-
tel wenigstens ein Bestandteil ist, ausgewihlt aus der Grup-
pe, bestehend aus einem nichtionischen Oberflichenmittel,
einem anionischen Oberfldchenmittel und einem natiirlichen
Oberfldchenmittel, wobei das nichtionische Oberfldchenmit-
tel ein Sorbitan aliphatischer Séureester, ein glycerinaliphati-
scher Séureester, ein polyglycerinaliphatischer Siureester,
ein polyoxyethylensorbitanaliphatischer Siureester, ein
polyoxyethylensorbitolaliphatischer Séureester, ein polyoxy-
ethylenglycerinaliphatischer Siureester, ein polyethylengly-
colaliphatischer Sdureester, ein Polyoxyethylenalkylether,
ein Polyoxyethylenpolyoxypropylenalkylether, ein Poly-
oxyethyenalkylphenylether, ein polyoxyethyliertes, gehérte-
tes Rhizinus6l, ein polyoxyethyliertes Bienenwachsderivat,
ein Polyoxyethylenlanolinderivat, oder ein polyoxyethylen-
aliphatisches Sdureamid ist, und wobei das anionische Ober-
flichenmittel ein Alkylsulfatsalz, ein Polyoxyethylenalkyl-
ethersulfatsalz, oder ein Alkylsulfosuccinatestersalz ist, und
wobei das natiirliche Oberflachenmittel Lecithin, Glycero-
phospholipid, Sphingophospholipid, oder ein sucrosealipha-
tischer Sdureester ist.

4. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es das Saccharid in einer Menge von
1—10 000 Gew.-Teilen pro Gew.-Teil an Granulocytkolonie
stimulierendem Faktor enthilt.

5. Pharmazeutisches Préparat nach Anspruch 1 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das Saccharid wenigstens ein
Bestandeteil ist, ausgew4hlt aus der Gruppe, bestehend aus
Glycerin, Erythritol, Arabitol, Xylitol, Sorbitol, Manaitol,
Glycuronsiure, Iduronsiure, Galacturonsiure, Neuramin-
sdure, Glyconsdure, Mannuronsiure, Ketoglycolsiure, Ke-
togalactonsiure, Ketogulonsiure, Hyaluronsiure und Salze
davon, Chondroitinsulfat und Salze davon, Heparin, Inulin,
Chitin und Derivate davon, Chitosan und Derivate davon,
Dextrin, Dextran mit einem durchschnittlichen Molekular-
gewicht von 5000 — 150 000, und Alginsdure und Salze da-
von.

6. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es das Protein in einer Menge von
1—20 000 Gew.-Teilen pro Gewichtsteil an Granulocytkolo-
nie stimulierendem Faktor enthilt.

7. Pharmazeutisches Préparat nach Anspruch 1 oder 6,
dadurch gekennzeichnet, dass das genannte Protein wenig-
stens ein Bestandteil ist, ausgewéhlt aus der Gruppe, beste-
hend aus menschlichem Serumalbumin, menschlichem Se-
rumglobulin, Gelatin, Sdure- oder Alkali-behandeltem Gela-
tin mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von
7000—100 00, und Collagen.

8. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es die hSher molekulargewichtige Ver-
bindung in einer Menge von 1—20 000 Gew.-Teilen pro Ge-
wichtsteil an Granulocytkolonie stimulierendem Faktor ent-
hilt.

9. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1 oder 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die genannte héher moleku-
largewichtige Verbindung wenigstens ein Bestandteil ist, aus-
gewihlt aus der Gruppe, bestehend aus Hydroxypropylcellu-

5 lose, Hydroxymethylcellulose, Natriumcarboxymethylcellu-
lose, Hydroxyethylcellulose, Polyethylenglycol mit einem
Molekulargewicht von 300 —6000, Polyvinylalkohol mit ei-
nem Molekulargewicht von 20 000 — 100 000, und Polyvinyl-
pyrrolidon mit einem Molekulargewicht von

10 20 000 — 100 000.

10. Ein Verfahren zur Herstellung eines stabilen, Granu-
locytkolonie stimulierenden Faktor enthaltenden pharma-
zeutisches Préparats nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der Granulocytkolonie stimu-

15 lierende Faktor mit wenigstens einer Substanz vermischt
wird, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus einem phar-
mazeutisch annehmbaren Oberflichenmittel, einem Saccha-
rid, einem Protein und einer hoher molekulargewichtigen
Verbindung.
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BESCHREIBUNG

25 Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein stabiles
pharmazeutisches Priparat, enthaltend einen Granulocytko-
lonie stimulierenden Faktor. Im speziellen bezieht sich die
vorliegende Erfindung auf ein stabilisiertes pharmazeuti-
sches Priparat, enthaltend einen Granulocytkolonie stimu-

30 lierenden Faktor, welcher geschiitzt ist gegeniiber dem Ver-
lust oder der Inaktivierung der aktiven Komponente (d.h.
Granulocytkolonie stimulierender Faktor) bedingt durch die
Adsorption an der Wand eines Behilters, in welchen das
Préparat gegeben worden ist, oder bedingt durch die Asso-

35 ziation, Polymerisation oder Oxidation der genannten Kom-
ponente.

Chemotherapie ist angewendet worden als ein Verfahren
fiir die Behandlung einer Vielzahl von infektiésen Krankhei-
ten, aber es ist kiirzlich gefunden worden, dass Chemothera-

40 pie einige ernsthafte klinische Probleme verursacht, wie etwa
die Erzeugung von arzneimittelresistenten Organismen, Ver-
dnderung der urséchlichen Organismen, und hohe Nebenef-
fekte. Um diese Probleme zu vermeiden, welche mit der Che-
motherapie assoziiert sind, einschliesslich die Verwendung

4s von therapeutischen Mitteln, wie etwa Antibiotika und Bak-
terizide, sind Anstrengungen unternommen worden, eine
Substanz zu verwenden, welche die prophylaktischen Fahig-
keiten des Wirtes gegeniiber eines Infektion verursachenden
Organismus aktiviert und dabei eine vollstéindige Losung der

50 oben erwéhnten Probleme der Chemotherapie zur Verfii-
gung stellt. Von der Vielzahl der prophylaktischen Fihigkei-
ten des Wirtes glaubt man, dass die phagocytisch bakterizide
Wirkung von Leucocyten den stirksten Einfluss auf die an-
fangliche Periode von bakterieller Infektion verursacht, und

ss €s wurde daher angenommen, dass es wichtig ist, die Infekti-
on schiltzenden Féhigkeiten des Wirtes zu begiinstigen mit-
tels Férderung des Wachstums von Neutrophilen und deren
Differentiation im reifen Stadium. Der Granulocytkolonie
stimulierender Faktor (G-CSF) ist eine der sehr brauchbaren

60 Substanzen, welcher solche Wirkungen zeigt, und die An-

melder der vorliegenden Erfindung haben vorgingig eine Pa-
tentanmeldung betreffend einem Infektion schiitzenden Mit-
tel unter Verwendung von G-CFS eingereicht (Japanische

Patentanmeldung Nr. 23 777/1985).

Wie weiter oben erwdhnt, umfasst die Chemotherapie,
wie sie gegenwirtig praktiziert wird, verschiedene unver-
meidbare Probleme, und intensive Anstrengungen werden
gemacht, um eine Arzneimittelsubstanz zu verwenden, wel-
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che fihig ist zur Aktivierung der prophylaktischen Funktio-
nen des Wirtes oder der Person, welche infisziert worden ist.

Unnétig zu sagen, dass G-CSF selbst die Fahigkeit ent-
faltet, die prophylaktischen Funktionen des Wirtes zu akti-
vieren, und es ist auch gefunden worden, dass G-CSF gros-
sere therapeutische Effekte bei klinischen Anwendungen
zeigt, wenn er angewendet wird in Kombination mit einer
Substanz, welche die prophylaktischen Fahigkeiten des Wir-
tes aktiviert.

G-CSF wird in einer sehr geringen Menge angewendet,
und ein pharmazeutisches Préparat, enthaltend 0,1 —100 pg
(vorzugsweise 5— 50 pg) an G-CSF, wird normalerweise ver-
abreicht bei einer Dosismenge von 1 —7 mal pro Woche an
eine erwachsene Person. Jedoch hat G-CSF eine Tendenz, an
der Wand eines Behilters, wie etwa einer Ampulle fiir die In-
jektion oder eine Spritze, absorbiert zu werden. Wenn das
Arzneimittel als eine Injektion in solch einer Form wie eine
wissrige Losung verwendet wird, wird sie daher an der
Wand des Behilters, wie etwa eine Ampulle oder eine Sprit-
ze, adsorbiert. Dies resultiert daher entweder im Misslingen
von G-CSF, seine Aktivitiit als ein pharmazeutisches Mittel
voll zu entfalten, oder es macht die Inkorporation von G-
CSF in einer mehr als notwendigen Menge nétig, wobei man
dem méglichen Verlust, bedingt durch die Adsorption,
Rechnung trigt.

Ferner ist G-CSF labil und stark empfindlich gegeniiber
Umweltfaktoren, wie etwa Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
Sauerstoff und Ultraviolettstrahlen. Durch die Einwirkung
von solchen Faktoren erfihrt G-CSF physikalische oder
chemische Veranderungen, wie etwa Assoziation, Polymeri-
sation und Oxidation, und erleidet einen grossen Verlust an
Aktivitit. Diese Phanomene machen es schwierig, die voll-
standige Erfiillung eines therapeutischen Aktes mittels Ver-
abfolgung einer sehr geringen Menge an G-CSF in einer sehr
exakten Art sicherzustellen. .

Es ist daher notwendig, ein stabiles pharmazeutisches
Priiparat von G-CSF zu entwickeln, welches vollstdndig ge-
schiitzt ist gegeniiber einem Abfall in der Aktivitét seiner
wirksamen Komponente. Dies ist das Hauptziel der vorlie-
genden Erfindung, welche ein stabiles pharmazeutisches Pra-
parat von G-CSF zur Verfiigung stellt.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung fiihrten intensi-
ve Studien durch, um die Stabilitit eines G-CSF enthalten-
den pharmazeutischen Préparates zu begiinstigen, und sie
fanden, dass dieses Ziel wirkungsvoll erreicht werden kann
mittels der Hinzugabe eines pharmazeutisch annehmbaren
Oberflichenmittels, Saccharides, Proteines oder hochmole-
kulargewichtigen Verbindung.

Demgemiéiss ist das stabile G-CSF enthaltende pharma-
zeutische Priparat der vorliegenden Erfindung dadurch ge-
kennzeichnet, dass es sowohl G-CSF und wenigstens eine
Substanz enthilt, ausgewihlt aus der Gruppe eines pharma-

(Met), Thr Pro Leu Gly
Gln Ser Phe Leu Leu
Arg Lys Ile Gln Gly
Glu Lys Leu (Val Ser
Leu Cys His Pro Glu
His Ser Leu Gly Ile

Ser Cys Pro Ser Gln
Cys Leu Ser Gln Leu
Tyr Gln Gly Leu Leu
Ser Pro Glu Leu Gly
Gln Leu Asp Val Ala
Trp Gln Gln Met Glu
Ala Leu Gln Pro Thr
Phe Ala Ser Ala Phe
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zeutisch annehmbaren Oberflichenmittels, Saccharides, Pro-
teins und hochmolekulargewichtigen Verbindung.

Der G-CSF, welcher im pharmazeutischen Priparat der
vorliegenden Erfindung enthalten ist, kann erhalten werden
mittels irgend einem Verfahren, wie etwa jenen Verfahren,
welche in den Beschreibungen der japanischen Patentanmel-
dungen Nrn. 153 273/1984, 169 455/1985, 269 456/1985,
270 838/1985 und 270 839/1985 beschrieben sind. Zum Bei-
spiel kann ein menschlicher G-CSF hergestellt werden ent-
weder mittels Kultivierung eines Zellstammes (CNCM Hin-
terlegungs-Nummer I-315 oder I-483), gesammelt aus Tu-
morzellen von Patienten mit Mundhdhlenkrebs (oral cavity
cancer) oder mittels Eingabe (expressing) einer rekombinier-
ten DNA (welche hergestellt worden ist mittels Einwirkung
eines menschlichen G-CSF Chiffrierungsgenes [encoding
gene]) in eine geeignete Wirtzelle (z.B. E. coli, C 127 Zelle
oder Ovarienzellen eines chinesischen Hamsters).

Irgend ein menschlicher G-CSF, welcher in hohem Grad
gereinigt worden ist, kann verwendet werden als G-CSF, um
im pharmazeutischen Priparat der vorliegenden Erfindung
enthalten zu sein. Vorzugsweise sind die menschlichen G-
CSFs solche, welche erhalten worden sind mittels Isolation
aus dem auf der Oberfliche schwimmenden Teil der Kultur
einer menschlichen G-CSF produzierenden Zelle, und ein
Polypeptid oder Glycoprotein, welches die menschliche G-
CSF Aktivitit hat, welches erhalten worden ist mittels
Transformierung eines Wirtes mit einem rekombinierten
Vector, welcher darin ein Gen inkorporiert hat, welches ein
Polypeptid, das die menschliche G-CSF Aktivitét hat, co-
diert.

Zwei speziell bevorzugte Beispiele von menschlichen G-
CSF werden im nachfolgenden gezeigt:

(1) Menschlicher G-CSF, welcher die folgenden physiko-
chemischen Eigenschaften hat:

i) Molekulargewicht: etwa 19 000 + 1000, gemessen mit-
tels Elektrophorese mittels einem Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel;

ii) Isoelektrischer Punkt: mindestens einer der drei iso-
elektrischen Punkte habend: pI = 5.5 +0.1, pI = 5.8 £ 0.1,
und pI = 6.1 + 0.1;

iii) Ultraviolettabsorption: eine maximale Absorption be
280 nm und eine minimale Absorption bei 250 nm habend;

iv) Aminosiuresequenz der 21 Reste von N-Enden:
H,N— Thr —Pro —Leu—Gly —Pro—Ala—Ser —Ser—
Leu—Pro—Gln—Ser—Phe—Leu—Leu—Lys—Cys—
Leu—Glu—Gin—Val—;

(2) Menschlicher G-CSF, enthaltend entweder ein Poly-
peptid, welches die menschliche Granulocytstimulierenden
Faktor Aktivitit hat, welches dargestellt wird durch die ge-.
samte oder teilweise Aminosduresequenz, die weiter unten
gezeigt wird, oder ein Glycoprotein, welches sowohl das ge-
nannte Polypeptid als auch einen Zuckerketteteil hat:

Pro Ala Ser Ser Leu Pro
Lys Cys Leu Glu Gln Val
Asp Gly Ala Ala Leu Gln
Glu), Cys Ala Thr Tyr Lys
Glu Leu Val Leu Leu Gly
Pro Trp Ala Pro Leu Ser
Ala Leu Gln Leu Ala Gly
His Ser Gly Leu Phe Leu
Gln Ala Leu Glu Gly Ile

Pro Thr Leu Asp Thr Leu
Asp Phe Ala Thr Thr Ile

Glu Leu Gly Met Ala Pro
Gln Gly Ala Met Pro Ala
Gln Arg Arg Ala Gly Gly
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Val Leu Val Ala Ser
Glu Val Ser Tyr Arg
Gln Pro

(worin m 0 oder 1 ist und n 0 oder 1 ist).

Fiir Details fiir das Verfahren zur Herstellung dieser bei-
den Arten von G-CSF beachte man die Beschreibungen der
Japanischen Patentanmeldungen Nrn. 153 273/1984,

269 455/1985, 269 456/1985, 270 838/1985 und 270 839/1985,
welche alle durch die Anmelder der vorliegenden Erfindung
eingereicht worden sind.

Ein weiteres Verfahren, welches verwendet werden kann
besteht in der Bewerkstellung der Fusion einer G-CSF pro-

4

His
Val

5

10

duzierenden Zelle mit einer selbstwuchernden bésartigen Tu--

morzelle, und der Kultivierung des resultierenden Hybrido-
mas in der Gegenwart oder Abwesenheit von Mytogen.

Die erhaltene Losung, welche menschliches G-CSF ent-
hélt, kann in einem gefrorenen Stadium gelagert werden,
nachdem sie weiter gereinigt und konzentriert worden ist,
falls notwendig, und zwar mittels bekannten Techniken. Al-
ternativ hierzu kann die Losung gelagert werden, nachdem
sie dehydratisiert worden ist, beispielsweise etwa mittels Ge-
friertrocknung.

Alle so hergestellten menschlichen G-CSFs kénnen so
verarbeitet werden, wie dies in der vorliegenden Erfindung
angegeben ist, um stabile, G-CSF enthaltende pharmazeuti-
sche Préiparate zu erhalten.

Typische Beispiele von Oberflichenmitteln, welche ver-
wendet werden, um das stabile, G-CSF enthaltende pharma-
zeutische Préparat der vorliegenden Erfindung zu erhalten,
werden im folgenden aufgelistet: Nichtionische Oberflichen-
mittel mit HLB von 6 — 18, wie etwa Sorbitan aliphatische
S4ureester (z.B. Sorbitan-monocaprylat, Sorbitan-monolau-
rat und Sorbitan-monopalmitat), Glycerinaliphatische Siu-
reester (z. B. Glycerin-monocaprylat, Glycerin-monomyri-
stat und Glycerin-monostearat), Polyglycerinaliphatische
Saureester (z.B. Decaglyceryl-monostearat, Decaglyceryldi-
stearat und Decaglyceryl-monolinoleat), Polyoxyethylen
sorbitanaliphatische Séureester (z. B. Polyoxyethylen-sorbi-
tan-monolaurat, Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, Poly-
oxyethylen-sorbitan-monostearat, Polyoxyethylen-sorbitan-
monopalmitat, Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat und Poly-
oxyethylen-sorbitan-tristearat), Polyoxyethylen-sorbitolali-
phatische Sdureester (z..B. Polyoxyethylen-sorbitol-tetra-
stearat und Polyoxyethylen-sorbitol-tetraoleat), Polyethy-
len-glycerinaliphatische Sdureester (z.B. Polyoxyethylen-
glyceryl-monostearat), Polyethylen-glycolaliphatische Saure-
ester (z.B. Polyethylen-glycol-distearat), Polyoxyethylen-
alkylether (z. B. Polyoxyethylen-lauryl-ether), Polyoxyethy-
len-polyoxypropylen-atkyl-ether (z.B. Polyoxyethylen-
polyoxypropylen-glycol-ether, Polyoxyethylen-polyoxypro-
pylen-propyl-ether, und Polyoxyethylen-polyoxypropylen-
cetylether), Polyoxyethylen-alkylphenylether (z.B. Polyoxy-
ethylen-nonylphenyl-ether), polyoxyethyliertes Rizinus6!
(polyoxyethyliertes hydriertes Rizinusdl), polyoxyethylierte
Bienenwachsderivate (z.B. polyoxyethylierter Sorbitolbie-
nenwachs), polyoxyethylierte Lanolinderivate (z.B. Poly-
oxyethylen-lanolin), und Polyoxyethylen-aliphatische Sdure-
amide (z. B. Polyethylen-stearinsdureamid); anionische
Oberflichenmittel, wie etwa Alkylschwefelsduresalze mit ei-
ner Cyo—Cyg Alkylgruppe (z.B. Natriumcetylsulfat; Natri-
umlaurylsulfat und Natriumoleylsulfat), Polyoxyethylenal-
kylether-Schwefelsduresalze, worin die durchschnittliche
molare Zahl an Ethylenoxidaddition 2 —4 ist und die Alkyl-
gruppe 10— 18 Kohlenstoffatome hat, (z. B. Polyoxyethylen-
Natrium-Laurylsulfat), Salze von Alkylsulfosuccinatestern,
worin die Alkylgruppe 8 — 18 Kohlenstoffatome hat (z.B.
Natriumlaurylsulfosuccinatester); und natiirliche Oberfla-

15

2

S

25

30

35

40

45

50

58

60

65

Leu
Leu

Gin
Arg

Phe
Leu

Leu
Ala

Ser
His

chenmittel, wie etwa Lecithin, Glyerophospholipid, Sphin-
gophospholipid (z.,B. Sphingomyelin), und Sucrose-alipha-
tische Sdureester, worin die aliphatische Séure 12— 18 Koh-
lenstoffatome hat. Diese Oberflichenmittel kdnnen natiir-
lich entweder unabhingig voneinander oder im Gemisch
miteinander verwendet werden.

Die weiter oben aufgefiihrten Oberflichenmittel werden
vorzugsweise in Mengen von 1—10 000 Gew.-Teilen pro
Gew.-Teil an G-CSF verwendet.

Das Saccharid, welches verwendet wird bei der Herstel-
lung des stabilen, G-CSF enthaltenden pharmazeutischen
Priiparates der vorliegenden Erfindung kann ausgewihlt sein
aus Monosacchariden, Oligosacchariden und Polysacchari-
den, wie auch aus Phosphatestern und Nucleotidderivaten
davon, solange diese pharmazeutisch annehmbar sind. Typi-
sche Beispiele werden weiter unten angegeben: trivalente und
héhere Zuckeralkohole, wie etwa Glycerin, Erythritol, Ara-
bitol, Xylitol, Sorbitol, und Mannitol; saure Zucker, wie
etwa Glucuronsdure, Iduronsiure, Neuraminsiure, Galactu-
ronsdure, Gluconsiure, Mannuronséure, Ketoglycolsiure,
Ketogalactonsdure und Ketogulonsiure; Hyaluronsiure
und Salze davon, Chondroitinsulfat und Salze davon, Hepa-
rin, Inulin, Chitin und Derivate davon, Chitosan und Deri-
vate davon, Dextrin, Dextran mit durchschnittlichen Mole-
kulargewichten von 5000 — 150 000, und Alginsiure und Sal-
ze davon. Alle diese Saccharide konnen mit Vorteil entweder
unabhéngig voneinander oder im Gemisch miteinander ver-
wendet werden.

Die weiter oben aufgefiihrten Saccharide werden vor-
zugsweise in Mengen von 1—10 000 Gew.-Teilen pro Gew.-
Teil an G-CSF verwendet.

Typische Beispiele von Proteinen, welche verwendet wer-
den bei der Herstellung des stabilen, G-CSF enthaltenden
pharmazeutischen Priparates der vorliegenden Erfindung
umfassen menschliches Serumalbumin, menschliches Se-
rumglobulin, Gelatin, Sdure-behandeltes Gelatin (durch-
schnittliches Molekulargewicht = 7000 — 100 100), Alkali-
behandeltes Gelatin (durchschnittliches Molekulargewicht
= 7000~ 100 000), und Collagen. Unnétig zu sagen, dass
diese Proteine entweder unabhingig voneinander oder im
Gemisch miteinander verwendet werden kénnen.

Die weiter oben angegebenen Proteine werden vorzugs-
weise in Mengen von 1—20 000 Gew.-Teilen pro Gew.-Teil
an G-CSF verwendet.

Typische Beispiele der hoch-molekulargewichtigen Ver-
bindung, welche verwendet wird bei der Herstellung des sta-
bilen, G-CSF enthaltenden pharmazeutischen Priparates
der vorliegenden Erfindung, umfassen: Natiirliche Polymere,
wie etwa Hydroxypropylcellulose, Hydroxymethylcellulose,
Natriumcarboxymethylcellulose, und Hydroxyethylcellulo-
se; und synthetische Polymere, wie etwa Polyethylenglycol
(Molekulargewicht = 300—6000), Polyvinylalkohol (Mole-
kulargewicht = 20 000 — 100 000), und Polyvinylpyrrolidon
(Molekulargewicht = 20 000— 100 000). Unnétig zu sagen.
dass diese hoher-molekulargewichtigen Verbindungen ent-
weder alleine oder in Kombination verwendet werden kon-
nen.

Die hochmolekulargewichtigen Verbindungen, welche
weiter oben angegeben worden sind, werden vorzugsweise in
Mengen von 1 —20 000 Gew.-Teilen pro Gew.-Teil an G-
CSF verwendet.

Zusétzlich zum Oberﬂachenmlttel. dem Saccharid. dem
Protein oder der héher-molekulargewichtigen Verbindung,
welche alle weiter oben beschrieben worden sind, kann noch



wenigstens ein Bestandteil, ausgewahlt aus der Gruppe, be-
stehend aus einer Aminosiure, einem Schwefel-reduzieren-
den Mittel und einem Antioxidationsmittel, bei der Herstel-
lung des G-CSF enthaltenden pharmazeutischen Préparates
der vorliegenden Erfindung inkorporiert werden. Illustrative
Aminoséduren umfassen Glycin, Threonin, Tryptophan, Ly-
sin, Hydroxylysin, Histidin, Arginin, Cystein, Cystin, und
Methionin. Illustrative Schwefel-reduzierende Mittel umfas-
sen: N-Acetylcystein, N-acetylhomocystein, Thioctinsiure,
Thiodiglycol, Thioethanolamin, Thioglycerol, Thiosorbitol,
Thioglycolsdure und Salze davon, Natriumthiosulfat, Natri-
umhydrogensulfit, Natriumpyrosulfit, Natriumsulfit, Thio-
milchséure, Dithiothreitol, Glutathion, und ein mildes
Schwefel-reduzierendes Mittel, welches eine Sulfhydrylgrup-
pe hat, wie etwa eine C; —C;-Thioalkanséure. Illustrative
Antioxidationsmittel umfassen Erythorbinsdure, Dibutylhy-
droxytoluol, Butythydroxyanisol, dl-a-Tocopherol, Toco-
pherol-acetat, L-Ascorbinsdure und Salze davon. L-Ascor-
binsiure-palmitat, L-Ascorbinsdure-stearat, Triamyl-gallat,
Propyl-gallat und Chelierungsmittel, wie etwa Dinatrium-
ethylendiamintetraacetat (EDTA), Natriumpyrophosphat
und Natriummetaphosphat.

Die weiter oben angegebenen Aminosiuren, Schwefel-
reduzierenden Mittel und Antioxidationsmittel oder Gemi-
sche davon werden vorzugsweise in Mengen von 1 —10 000
Gew.-Teilen pro Gew.-Teil an G-CSF verwendet.

Fiir den Zweck der Formulierung des stabilen, G-CSF
enthaltenden Préparates der vorliegenden Erfindung in eine
geeignete Dosierungsform kann eines oder mehrere der fol-
genden Bestandteile inkorporiert werden: Ein Verdiinnungs-
mittel, eine Loslichkeitshilfe, ein isotonisches Mittel, ein
Arzneimitteltriger, ein pH-Wertmodifikator, ein schmerzlin-
derndes Mittel, und ein Buffer.

Das stabilisierte G-CSF pharmazeutische Préparat der
vorliegenden Erfindung kann entweder fiir die orale Verab-
folgung oder fiir die parenterale Verabfolgung formuliert
sein, wie etwa durch Injektion, angewendet in verschiedenen
Wegen, und eine Vielzahl von Verabfolgungsformen kann
verwendet werden, und zwar in Abhéngigkeit von der spezi-
fischen Art der Verabfolgung. Typische Dosierungsformen
umfassen: Jene, welche fiir die orale Verabfolgung bestimmt
sind, wie etwa Tabletten, Pillen, Kapseln, Granulate und
Suspensionen; Lésungen, Suspensionen und gefriergetrock-
nete Priparate, hauptsichlich bestimmt fiir intravendse In-
jektion, intramuskulire Injektion, subkutane Injektion und
intrakutane Injektion; und jene, welche fiir die transmukosa-
le Verabfolgung bestimmt sind, wie etwa rektale Supposito-
rien, nasale Arzneimittel, und vaginale Suppositorien.

Entsprechend der vorliegenden Erfindung wird wenig-
stens eine Substanz, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend
aus einem Oberfldchenmittel, einem Saccharid, einem Pro-
tein oder einer hochmolekulargewichtigen Verbindung zu ei-
nem G-CSF enthaltenden pharmazeutischen Priparat hin-
zugegeben, so dass dieses daran gehindert wird, an der
Wand seines Behilters oder einer Spritze absorbiert zu wer-
den, wihrenddem es gleichzeitig stabil iiber eine verldngerte
Zeitspanne bleibt.

Der detaillierte Mechanismus, mit welchem die weiter
oben erwiihnten Substanzen den G-CSF stabilisieren oder
ihn daran hindern, absorbiert zu werden, muss noch geklért
werden. In der Gegenwart eines Oberfldchenmittels wiirde
die Oberfliche vom G-CSF, welcher ein hydrophobes Pro-
tein ist, mit dem Oberflichenmittel bedeckt, um solubilisiert
zu werden, so dass der G-CSF, welcher in einer Spurenmen-
ge vorhanden ist, wirksam daran gehindert wird, an der
Wand seines Behilters oder einer Spritze absorbiert zu wer-
den. Ein Saccharid oder eine hydrophile hoch-molekularge-
wichtige Verbindung wiirde eine hydratisierte Schicht zwi-
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schen G-CSF und der adsorptiven Oberfliche der Wand des
Behilters oder einer Spritze bilden, wobei die Adsorption
von G-CSF in einer wirksamen Art verhindert wird. Ein
Protein wiirde mit dem G-CSF beziiglich der Adsoption an
der Wand seines Behilters oder einer Spritze konkurrieren,
wobei die Adsorption von G-CSF wirksam verhindert wird.

Neben der Verhinderung der G-CSF Adsorption tragen
die oben erwihnten Substanzen auch zur Verhinderung der
Assoziation oder Polymerisation der G-CSF Molekiile bei.
In der Gegenwart eines Oberflichenmittels, Saccharides,
Proteines oder hoch-molekulargewichtigen Verbindung wer-
den die einzelnen Molekiile von G-CSF in diesen Substanzen
dispergiert, und die Interaktion zwischen den G-CSF-Mole-
kiilen wird geniigend reduziert, um eine signifikante Abnah-
me der Wahrscheinlichkeit ihrer Assoziation oder Polymeri-
sation zu bewirken. Zusitzlich verzégern diese Substanzen
die Autoxidation von G-CSF, welche bei hohen Temperatu-
ren oder Luftfeuchtigkeit beschleunigt wird, oder sie hindern
G-CSF daran, assoziiert oder polymerisiert zu werden, als
ein Resultat der Autoxidation. Diese Effekte der Verzoge-
rung der Autoxidation von G-CSF oder der Verhinderung
der Assoziation oder Polymerisation werden weiter begiin-
stigt durch die Hinzugabe einer Aminosiure, eines Schwefel-
reduzierenden Mittels oder eines Antioxidationsmittels.

Die weiter oben beschriebenen Probleme treten speziell
in Losungen fiir Injektionen und in Suspensionen auf, aber
sie treten auch wihrend des Verfahrens der Formulierung
von G-CSF in anderen Dosierungsformen, wie etwa Tablet-
ten, auf. Die Hinzugabe von Oberflichenmitteln, Sacchari-
den, Proteinen oder hoch-molekulargewichtigen Verbindun-
gen ist auch in diesem letzteren Fall wirksam.

Durch die Hinzugabe wenigstens einer Substanz, ausge-
wihlt aus der Gruppe, bestehend aus einem Oberfldchenmit-
tel, Saccharid, Protein und einer hoch-molekulargewichtigen
Verbindung, wird G-CSF stark stabilisiert und behélt seine
Aktivitit fiir eine verldngerte Zeitspanne, wie dies in den fol-
genden Beispielen gezeigt wird. Zur Erzielung dieser Resul-
tate ist die Menge von jeder dieser Substanzen, im speziellen
deren untere Grenze, kritisch, und die folgenden Bereiche
sind wiinschbar: 1 —10 000 Gew.-Teile an Oberfléchenmit-
tel, 1 — 10 000 Gew.-Teile an Saccharid, 1—20 000 Gew .-
Teile an Protein, und 1 —20 000 Gew.-Teile an hoch-mole-
kulargewichtiger Verbindung, pro 1 Gew.-Teil an G-CSF.

Gemiss der vorliegenden Erfindung wird ein Oberfli-
chenmittel, ein Saccharid, ein Protein und/oder eine hoch-
molekulargewichtige Verbindung in einer spezifizierten Kon-
zentration verwendet, und dies ist nicht nur wirksam bei der
Verhinderung von G-CSF, an der Wand seines Behélters
oder einer Spritze absorbiert zu werden, sondern auch bei
der Begiinstigung der Stabilitét eines G-CSF enthaltenden
pharmazeutischen Préiparates. Als ein Resultat davon wird
es moglich, die Verabfolgung einer kleinen aber hochprézi-
sen Dosis an G-CSF an Patienten sicherzustellen. Weil G-
CSF teuer ist, fiihrt seine effiziente Verwendung zu niedrigen
Kosten bei der Herstellung von G-CSF enthaltenden phar-
mazeutischen Priparaten.

Die folgenden Beispiele dienen dem Zwecke der weiteren
Tllustration der vorliegenden Erfindung, und sie sollen in
keinem Sinn als begrenzend betrachtet werden. In diesen
Beispielen wurde die iibrigbleibende Aktivitdt an G-CSF be-
stimmt mittels einem der folgenden Verfahren.

(a) Weiche Agar-Methode unter Verwendung
von Mauseknochenmarkzellen:

Ein Pferdeserum (0,4 ml), 0,1 ml der Probe, 0,1 ml einer
C3H/He (weiblichen) Miuseknochenmarkzellensuspension
(0,5—1x 10° nukleare Zellen), und 0,4 ml einer modifizier-
ten McCoy’s SA Kulturldsung, enthaltend 0,75% an Agar,
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wurden miteinander vermischt, in ein Kunststoffgefiss fiir
Gewebekulturen (35 mm#9), geleert, coaguliert, und wihrend
5 Tagen bei einer Temperatur von 37°Cin 5% CO,/95%
Luft und einer 100%igen Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die
Anzahl an gebildeten Kolonien wurde gezéihlt (eine Kolonie
bestand aus wenigstens 50 Zellen), und die Aktivitdt wurde
bestimmt mit einer Einheit, welche die Aktivitit ist fiir die
Bildung einer Kolonie.

Die modifizierte McCoy’s 5A Kulturldsung, welche in
der Methode (a) verwendet wurde, wurde durch die folgen-
den Verfahren hergestellt.

Modifizierte McCoy’s 5A Kulturldsung
(doppelte Konzentration)

12 g an McCoy’s 5a Kulturlésung (Gibco), 2,55 g an
MEM Aminosiure-Vitaminmedium (Nissui Seiyaku Co.,
Ltd.), 2,18 g an Natriumbicarbonat und 50 000 Einheiten an
Kalium-Penicillin G wurden zweimal in 500 ml destilliertem
Wasser gelost, und die Losung wurde aseptisch durch einen
Milliporefilter (0,22 pm) filtriert.

(b) «Reverse-phase» HPLC (high-performance liquid
chromatography:
Unter Verwendung einer «reverse-phase» C8 Sdule
(4,6 mm x 300 mm; 5 pm) und einem n-Propanol/Trifluores-
sigsdure-Gemisch als mobile Phase wurde die iibrigbleibende
Aktivitdt von G-SCF (injiziert in einer Menge equivalent zu
1 png) bestimmt unter den folgenden Gradientbedingungen.

Zeit (Sek.) Losungsmittel Losungsmittel Gradient
A) 5))
0 100% 0% .

15 0% 100% | linear

25 100% 0% } linear

Losungsmittel (A): 30% n-Propanol und 0,1% Trifluoressig-
sdure

Losungsmittel (B): 60% n-Propanol und 0,1% Trifluoressig-
sdure

Der Nachweis wurde ausgefiihrt bei einer Wellenlinge
von 210 nm, und der prozentmissige Anteil der tibrigblei-
benden G-CSF Aktivitit wurde mittels der folgenden For-
mel berechnet:

iibrigbleibende Menge
an G-CSF nach dem
Ablauf einer gegebenen
Zeit
anféngliche Menge
an G-CSF

Ubrigbleibende G-CSF _

Aktivitit (%) x 100

Die iibrigbleibende Menge an G-CSF, bestimmt mittels
diesem Verfahren, korrelierte sehr gut mit dem Resultat,
10 welches erhalten wurde bei der Messung mit der weichen
Agarmethode (a) unter Verwendung von Méuseknochen-
markzellen.

Beispiel 1
Zu 5 pg an G-CSF wurde eines der Stabilisierungsmittel,

welche in Tabelle 1 aufgelistet sind, hinzugegeben, und das
Gemisch wurde aseptisch gel6st in einer 20 mM Bufferls-
sung (enthaltend 100 mM Natriumchlorid; pH 7,4), um ein
pharmazeutisches Priparat herzustellen, enthaltend 5 g G-
20 CSF pro ml, welches anschliessend gefriergetrocknet wurde.

Die zeitabhéingige Verdnderung der G-CSF Aktivitit wurde

mittels der Methode (a) gemessen, und die Resultate werden

in der Tabelle 1 gezeigt. Der Ausdruck «Aktivitit (%)» in

der Tabelle stellt die tibrigbleibende Aktivitit an G-CSF dar,
25 relativ zur anfénglichen Einheit, und wird definiert durch die

folgende Formel:

Aktivitdteinheit nach dem Ablauf
einer gegebenen Zeit
anfingliche Aktivititseinheit

15

Aktivitit (%) = x 100

30
Die Gefriertrocknung wurde durch die folgenden Ver-
fahren ausgefiihrt:
Die G-CSF-Lésung, enthaltend ein Stabilisierungsmittel,
wurde in ein steriles, sulfa-behandelndes Glasfldschchen ge-
35 geben, auf eine Temperatur von —40 °C oder darunter wih-
rend 4 Stunden gefroren, dann einem ersten Trocknen mit-
tels Erwdrmung von —40 °C auf 0 °C withrend einer Zeit-
spanne von 48 Stunden unter einem Druck, welcher von 0,03
auf 0,1 Torr erh6ht wurde, dann einem zweiten Trocknen
40 mittels Erwdrmung von 0 °C auf 20 °C wihrend einer Zeit-
spanne von 12 Stunden unter einem Druck, welcher von 0,03
auf 0,08 Torr erh6ht wurde, unterworfen, wonach das Inne-
re des Glasfldschchens mit einem sterilen trockenen Stick-
stoffgas gefiillt wurde, um einen atmosphérischen Druck zu
45 erhalten, und das Glasfldschchen wurde mit einem Gefrier-
trocknungsgummistopfen verschlossen und anschliessend
mit einer Aluminiumkappe abgedichtet.

Tabelle 1
Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Aktivitit (%)
Teile) Nach Lagerung Nach Lagerung bei

bei4°C wihrend  37°C wihrend

6 Monaten 1 Monat
Xylitol 10,000 92 86
Mannitol 10,000 91 85
Glucuronsidure 10,000 86 82
Hyaluronsdure 2,000 92 89
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000 95 90
Heparin 5,000 85. 80
Chitosan 2,000 93 91
Alginsdure 2,000 90 90
menschliches Serum-albumin 1,000 98 99
menschliches Serum-globulin 1,000 98 95
sdurebehandeltes Gelatin 2,000 97 95
alkali-behandeltes Gelatin 1,000 99 96
Collagen 2,000 95 90



Tabelle 1 (Fortsetzung)
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Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Aktivitdt (%)
Teile)
Nach Lagerung Nach Lagerung bei
bei4 *C wihrend  37°C wihrend
6 Monaten 1 Monat
Polyethylenglycol (Molekulargewicht 4 000) 10,000 94 90
Hydroxypropyl-cellulose 1,000 98 94
Natrium-carboxymethylcellulose 1,000 88 80
Hydroxymethyl-cellulose 5,000 92 90
Polyvinyl-alkohol (Molekulargewicht 50 000) 2,000 96 95
Polyvinylpyrrolidon (Molekulargewicht
50 000) 2,000 95 94
menschliches Serum-albumin 2,000
Mannitol 2,000 100 97
Cystein 100
menschliches Serum-albumin 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 100 99 96
Mannitol 2,000
menschliches Serum-albumin 2,000
Hydroxypropyl-cellulose 500 98 92
Dextran (Molekulargwicht 40 000) 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 100
Sorbitol 2,000 98 96
Polyoxyethyliertes gehdrtetes Rizinusol 100
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000 94 92
nichts hinzugegeben - 74 58

Beispiel 2

Zu 10 pg an G-CSF wurde eines der Stabilisierungsmit-
tel, welche in Tabelle 2 aufgelistet sind, hinzugegeben, und
das Gemisch wurde aseptisch geldst in einer 20 mM Phos-
phatbufferlosung (enthaltend 100 mM Natriumchlorid; pH
7,4), um ein pharmazeutisches Prdparat herzustellen, enthal-
tend 10 pg an G-CSF pro ml. Das Préparat wurde aseptisch

3% in ein sulfa-behandeltes Glasflaschchen gegeben und abge-
dichtet, um eine G-CSF-Lésung herzustellen. Die zeitabhén-
gige Verinderung in der Aktivitit an G-CSF in dieser Lo-
sung wurde mittels dem gleichen Verfahren gemessen, wie in
Beispiel 1 verwendet, und die Resultate sind in der Tabelle 2

3

® angegeben.

Tabelle 2
Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Aktivitdt (%)
Teile)

Nach Lagerung bei Nach Lagerung bei Nach Lagerung bei

4°C wihrend 4°C wihrend Raumtemperatur

7 Tagen 2 Monaten wihrend 1 Monat
Mannitol 5,000 91 87 82
Hyaluronséure 2,000 93 87 70
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000 96 95 85
Glycerin 10,000 90 90 88
Neuraminsdure 5,000 93 91 84
Chitin 2,000 95 92 86
Dextrin 2,00 90 92 87
menschliches Serum-albumin 1,000 99 95 92
menschliches Serum-globulin 1,000 98 94 90
sdurebehandeltes Gelatin 2,000 97 96 87
alkalibehandeltes Gelatin 500 99 95 92
Collagen 2,000 99 94 88
Polyethylenglycol (Molekulargewicht 40 000) 10,000 94 89 90
Hydroxypropyl-cellulose 2,000 98 95 92
Natrium-carboxymethyl-cellulose 2,000 92 91 80
Hydroxyethyl-cellulose 4,000 92 94 90
Polyvinyl-alkohol (Molekulargewicht 50 000) 4,000 97 93 90
Polyvinylpyrrolidon (Molekulargewicht 50 000) 4,000 95 95 92
Sorbitan-monolaurat 400 97 96 95
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 400 100 96 94
Polyoxyethylen-sorbitan-monostearat 400 98 97 94
Polyoxyethylen
Polyoxypropylen 400 100 94 93

Glycolether
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Tabelle 2 (Fortsetzung)

Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Aktivitdt (%)
Teile
: Nach Lagerung bei Nach Lagerung bei Nach Lagerung bei
4°C wéhrend 4°C wéhrend Raumtemperatur
7 Tagen 2 Monaten wihrend 1 Monat
Polyoxyethyliertes gehértetes Rizinusél 400 99 98 90
Natrium-lauryl-sulfat 2,000 97 93 87
Lecithin 2,000 97 94 90
menschliches Serum-albumin 2,000
Mannitol 2,000 100 99 97
Cystein ' 100
menschliches Serum-albumin 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 100 99 97 95
Mannitol 2,000
menschliches Serum-albumin 1,000
Hydroxypropyl-cellulose 500 99 97 95
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monopalmitat 100 9% 96 93
Sorbitol 2,000
Polyoxyethyliertes gehértetes Rizinusél 100 95 92 9
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000
nichts hinzugegeben - 72 61 47
Beispiel 3 geben und bei einer Temperatur von 4 °C gelassen. Die
Zu 10 pg G-CSF wurde eines der Stabilisierungsmittel, Wirksamkeit von jenem Stabilisierungsmittel bei der Verhin-
welche in Tabelle 3 aufgelistet sind, hinzugegeben, und das derung der G-CSF Adsorption wurde evaluiert mittels Mes-
Gemisch wurde in einer 20 mM Phosphatbufferlésung (ent- 30 sung der iibrigbleibenden Aktivitit an G-CSF in der Losung
haltend 100 mM Natriumchlorid; pH 7,4) geldst, um ein nach 0,5, 2 und 24 Stunden. Die Messung wurde gemiss Me-
pharmazeutisches Priparat herzustellen, enthaltend 10 pg an thode (b) ausgefiihrt unter Verwendung von «reverse-phase»
G-CSF pro ml. Ein Milliliter des Pridparates wurde in ein HPLC (high-performance liquid chromatography). Die Re-
sulfa-behandeltes, Silikon-beschichtetes Glasfldschchen ge- sultate sind in Tabelle 3 gezeigt.
Tabelle 3
Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Ubrigbleibende Aktivitit (%)
Teile)
anfinglich 0,5h 2h 24h
Mannitol 5,000 100 93 90 91
Hyaluronsdure 2,000 100 97 92 92
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000 100 98 95 96
Glycerin 10,000 100 94 91 90
Heparin 2,000 100 92 90 90
Glucuronsiure 5,000 100 96 90 91
Ketoglycolsdure 5,000 100 92 88 90
menschliches Serum-albumin 1,000 100 100 101 99
menschliches Serum-globulin 1,000 100 98 100 98
alkali-behandeltes Gelatin 500 100 99 98 99
sdurebehandeltes Gelatin 2,000 100 99 97 97
Collagen 2,000 100 100 98 99
Polyethylenglycol (Molekulargewicht 4 000) 10,000 100 100 100 99
Hydroxypropyl-cellulose 2,000 100 100 100 99
Natriumcarboxymethyl-cellulose 2,000 100 98 96 95
Hydroxyethyl-cellulose 4,000 100 96 93 92
Polyvinylalkohol (Molekulargewicht 50 000) 4,000 100 99 100 98
Polyvinylpyrrolidon (Molekulargewicht
50 000) 4,000 100 98 98 96
Sorbitan-monocaprylat 400 100 100 100 98
Polyoxyethylen-sorbitan-monstearat 400 100 100 98 100
Polyoxyethyliertes gehirtetes Rizinusél 400 100 99 101 99
Natriumlaurylsulfat 2,000 100 100 99 97
Lecithin 2,000 100 99 100 98
menschliches Serum-albumin 2,000
Mannitol 2,000 100 100 100 101
Cystein 100
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Stabilisierungsmittel Menge (Gew.- Ubrigbleibende Aktivitit (%)
Teile)

anfinglich 05h 2h 24h
menschliches Serum-albumin 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 100 100 100 98 99
Mannitol 2,000
menschliches Serum-albumin 1,000
Hydroxypropyl-cellulose 500 100 101 99 100
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat 100
Sorbitol 2,000 100 w % %
Polyoxyethyliertes gehértetes Rizinusol 100
Dextran (Molekulargewicht 40 000) 2,000 100 100 %8 97
nichts hinzugegeben - 100 91 72 73
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