NL C 192917

Octrooiraad @ 192917

Nederland
(12 C OCTROOI
@ Aanvrage om octrooi: 8701640 Int.CL®
A61K47/00, A61K38/00, A61K45/05

22 Ingediend: 13.07.87
Voorrang: @ Octrooihouder(s):

18.07.86 JP 0169486/86 Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha te Tokio,

18.07.86 JP 0169487/86 Japan (JP).

18.07.86 JP 0169488/86

18.07.86 JP 0169489/86 @2 Uitvinder(s):
Minoru Machida te Tokio (JP)

Ter inzage gelegd:

16.02.88 1.E. 88/04 Gemachtigde:

Ir. J.J.H. Van kan c.s. te 5600 AP Eindhoven.
Openbaargemaakt:
05.01.98 |.E. 98/01

Dagtekening:
07.05.98

Uitgegeven:
01.07.98 IL.E. 98/07

Stabiele farmaceutische bereiding die granulocytkolonie-stimulerende factor bevat.




'3

1 192917
Stabiele farmaceutische bereiding die granulocytkolonie-stimulerende factor bevat

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een stabiele farmaceutische bereiding die als actief
bestanddeel het fysiologisch actieve polypeptide granulocytkolonie-stimulerende factor en een stabiliserende
5 stof of adsorptie-voorkomende stof omvat.

Deze bereiding is bekend uit de niet-voorgepubliceerde Europese octrooiaanvrage 0.215.126 van oudere
rang. Bij de bekende bereiding wordt gebruik gemaakt van serumalbumine van muizen.

Om granulocytkolonie-stimulerende factor in een farmaceutische bereiding toe te passen, is het wenselijk
dat verlies of inactivatie van de factor — het actieve bestanddeel — door adsorptie aan de wand van de

10 houder waarin de bereiding is aangebracht, of door associatie, polymerisatie of oxidatie van de factor, wordt
vermeden.

Deze doelstelling wordt bereikt door de bereiding volgens de onderhavige uitvinding, die is gekenmerkt
doordat de bereiding als stabiliserende stof of adsorptie-voorkomende stof ten minste één stof omvat die is
gekozen uit de groep bestaande uit een farmaceutisch aanvaardbare niet-eiwitachtige oppervlakte-actieve

15 stof, een sacharide, een niet-eiwitachtige verbinding met een hoog moleculegewicht, en een eiwit, onder
uitsluiting van serumalbumine van muizen.

Uit de Britse octrooiaanvrage 2.016.477 is een uit urine afgezonderd HGI-glycoproteine bekend, dat
tegen virussen kan worden gestabiliseerd door de aanwezigheid van albumine of urinaire eiwitten. Het
HGI-glycoproteine verschilt van de granulocytkolonie-stimulerende factor.

20 Uit de Europese octrooiaanvrage 0.162.332 is een werkwijze voor het stabiliseren van een fysiologisch
actieve stof, zoals interferon, interieukine 2, lysozym of een antilichaam-complement bekend, waarbij een
gemodificeerde gelatine wordt toegepast. Enkele met albumine gepaard gaande problemen kunnen hierdoor
worden vermeden.

Uit de Europese octrooiaanvrage 0.178.576 is een werkwijze en een samenstelling voor het stabiliseren

25 van erytropoiétine bekend. Tenslotte is uit de Europese octrooiaanvrage 0.098.110 een langdurig werkzame
samensteliing van een fysioclogisch actief polypeptide of glycoproteine bekend, die wordt bereid door te
koppelen aan een kunststof-copolymeer.

Chemotherapie wordt toegepast als één van de werkwijzen voor het behandelen van verschillende
infectieuze ziekten, maar onlangs is gevonden dat chemotherapie enkele emstige klinische probliemen

30 veroorzaakt, zoals het ontstaan van geneesmiddel-resistente organismen, het veranderen van de veroorza-
kende organismen, en aanzienlijke neveneffecten. Om de problemen te vermijden die gepaard gaan met
chemotherapie waarbij de toepassing van therapeutische stoffen zoals antibiotica en bactericide stoffen is
betrokken, zijn pogingen ondemomen om gebruik te maken van een stof die de profylactische vermogens
van de gastheer van een infectie veroorzakend organisme activeert, en daardoor een volledige oplossing

35 voor de hierboven vermelde problemen van chemotherapie verschaft. Aangenomen wordt dat van de
verschillende profylactische vermogens van de gastheer, de fagocytische bactericide werking van leukocy-
ten haar sterkste invioed heeft tijdens de beginperiode van een bacteriéle infectie, en derhalve wordt
aangenomen dat het belangrijk is de tegen infectie beschermende vermogens van de gastheer te verhogen
door het bevorderen van de groei van neutrofielen en hun differentiatie tot gerijpte toestand. Een

40 granulocytkolonie-stimulerende factor (G-CSF) is één van de zeer nuttige stoffen die dergelijke werkingen
vertonen, en de houder van het onderhavige octrooi heeft eerder een octrooiaanvrage ingediend met
betrekking tot een tegen infectie beschermend middel waarbij wordt gebruik gemaakt van G-CSF (Japanse
octrooiaanvrage 23.777/1985).

Zoals boven aangegeven brengt de chemotherapie, zoals deze tegenwoordig wordt toegepast, verschil-

45 lende onvermijdbare problemen met zich mee en intensief onderzoek is uitgevoerd om een geneesmiddel te
kunnen gebruiken dat in staat is om de profylactische werkingen van de gastheer of de persoon die is
geinfecteerd, te activeren.

Het is waarschijnlijk onnodig te vermelden dat G-CSF zelf de mogelijkheid heeft de profylactische
functies van de gastheer te activeren en het is ook gebleken dat de G-CSF een grotere therapeutische

50 werking vertoont bij klinische toepassingen indien het wordt gebruikt in combinatie met een stof die de
profylactische mogelijkheden van de gastheer activeert.

G-CSF wordt toegepast in een zeer kieine hoeveelheid en een farmaceutisch preparaat dat 0,1-500 ug
(bij voorkeur 5-50 pg) G-CSF bevat wordt gewoonlijk toegediend bij een doseringssnelheid van 1-7 keer
per week per volwassene. G-CSF heeft echter de neiging te worden geadsorbeerd aan de wand van de

55 houder zoals een injectie-ampul of spuit. Wanneer het geneesmiddel als een injectie wordt toegepast in een
vorm als een waterige oplossing, zal het dan ook worden geadsorbeerd aan de wand van de houder zoals
een ampul of een spuit. Dit resulteert in het falen van G-CSF om een volledige activiteit te geven als een
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farmaceutisch middel, of maakt het verwerken noodzakelijk van G-CSF in een meer dan noodzakelijke
hoeveelheid om te compenseren voor eventuele verlies door adsorptie.

Verder is G-CSF labiel en sterk onderhevig aan omgevingsfactoren zoals temperatuur, vochtigheid,
zuurstof en ultraviolette stralen. Door de werking van dergelijke factoren ondergaat G-CSF fysische of
chemische veranderingen zoals associatie, polymerisatie en oxidatie en gaat zodoende een groot gedeelte
van de activiteit verioren. Deze verschijnselen maken het moeilijk om een volledige voltooiing van een
therapeutische behandeling te verzekeren door de toediening van een zeer kleine hoeveetheid G-CSF op
een zeer nauwkeurige manier.

Het is daarom noodzakelijk een stabiel farmaceutisch preparaat van G-CSF te ontwikkelen dat volledig is
beschermd tegen een daling van de activiteit van het werkzame bestanddeel hiervan. Dit is de belangrijkste
doelsteliing volgens de onderhavige uitvinding waarmee een stabiel farmaceutisch preparaat van G-CSF
wordt verkregen.

Het G-CSF dat aanwezig is in het farmaceutisch preparaat volgens de onderhavige uitvinding kan
worden verkregen volgens een van de werkwijzen zoals beschreven in de beschrijvingen van de Japanse
octrooiaanvragen 153.273/1984, 269.455/1985, 269.456/1985, 270.838/1985 en 270.839/1985. Zo kan
bijvoorbeeld een menselijk G-CSF worden bereid door kweken van een celstam (CNCM verwijzingsnummer
I-315 of 1-483) verzameld uit tumorcellen van patiénten met kanker aan orale holte of door tot expressie
brengen van een recombinant DNA (bereid met behulp van voor menselijk G-CSF coderend gen) in een
geschikte gastheercel (zoel E. coli, C 127-cel of ovariumcellen van een Chinese hamster).

Elk menselijk G-CSF, dat tot een hoge graad is gezuiverd, kan worden gebruikt ais het G-CSF, dat
aanwezig is in het farmaceutisch preparaat volgens de onderhavige uitvinding. Bij voorkeur zijn menselijke
G-CSF's stoffen die zijn verkregen door afscheiden van de bovenstaande vloeistof van de cultuur van een
menselijk G-CSF producerende cel, en een polypeptide of glycoproteine met de menselijke G-CSF activiteit
verkregen door transformeren van een gastheer met een recombinante vector met hierin opgenomen een
gen dat codeert voor een polypeptide met de menselijke G-CSF activiteit.

Twee in het bijzonder de voorkeur verdienende voorbeelden van menselijk G-CSF zijn hieronder
vermeld:

(1) menselijk G-CSF met de volgende fysisch-chemische eigenschappen:

a) moleculegewicht: ongeveer 19.000 + 1.000, gemeten volgens elektroforese door een natriumdodecyl-
sulfaat — polyacrylamidegel,

b) isoélektrisch punt: met ten minste één van de drie isoélektrische punten, pl = 5,5 + 0,1, pl=58+0,1,en
pl=6,1+0,1,

c) ultraviolette absorbtie: met een maximale absorbtie bij 280 nm en een minimale absorptie bij 260 nm,
d) aminozuurvolgorde van de 21 residu’s met eindstandige N: H,N-Thr-Pro—Leu-Gly—Pro-Ala-Ser—Ser—
Leu-Pro—GIn —Ser-Phe-Leu-Leu-Lys—Cys— eu-Glu-Gin-Val—

(2) menselijk G-CSF met een polypeptide met de menselijke granulocyt stimulerende factor-activiteit,
weergegeven door de volledige of gedeeltelijke aminozuurvolgorde zoals hierna is vermeld, of een
glycoproteine met zowel het vermelde polypeptide als een suikerketendeel: :

(Met), Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro

Gin Ser Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gin Val
Arg Lys lle Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gin
Glu Lys Leu (val Ser Glu),, Cys Ala Thr Tyr Lys
Leu Cys His Pro Giu Giu Leu Val Leu Leu Gly
His Ser Leu Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser
Ser Cys Pro Ser Gin Ala Leu Gin Leu Ala Gly
Cys Leu Ser Gin Leu His Ser Gly Leu Phe Leu
Tyr Gin Gly Leu Leu Gin Ala Leu Glu Gly lie

Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu
Gin Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr lle

Tmp Gin Gin Met Glu Glu Leu Gly Met Ala Pro

Ala Leu Gin Pro Thr Gin Gly Ala Met Pro Ala
Phe Ala Ser Ala Phe Gin Arg Arg Ala Gly Gly

Val Leu Val Ala Ser His Leu Gin Ser Phe Leu
Giu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala
Gin Pro

(mits mis 0 of n is 0 of 1).
Voor verdere bijzonderheden van de werkwijze ter bereiding van deze twee soorten G-CSF wordt
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verwezen naar de Japanse octrooipublicaties 153.273/1984, 269.455/1985, 269.456/1985, 270.838/1985 en
270.839/1985, alle ingediend ten name van de houder van de onderhavige octrooiaanvrage.

Een andere werkwijze die kan worden toegepast bestaat uit het uitvoeren van een samensmelting van

een G-CSF-producerende cel met een zelf-profilerende, kwaadaardige tumorcel en kweken van het
5 verkregen hybridoma in aanwezigheid of afwezigheid van een mitogene stof.

De menselijke G-CSF-houdende verkregen oplossing kan worden bewaard in een bevroren toestand na
verder te zijn gezuiverd en indien nodig ingedampt volgens een op zich bekende techniek. Anderzijds kan
de oplossing worden bewaard na te zijn gedehydrateerd door technieken als vriesdrogen.

Alle aldus bereide menselijke G-CSF’s kunnen worden verwerkt zoals vermeld volgens de onderhavige

10 uitvinding teneinde stabiel G-CSF houdende farmaceutische preparaten te verkrijgen.

Met name te noemen voorbeelden van het opperviakte-actief midde! dat wordt toegepast ter verkrijging
van het stabiele G-CSF houdend farmaceutisch preparaat volgens de onderhavige uitvinding zijn hiema
vermeld: niet-ionische opperviakte-actieve middelen met HLB van 6-18 zoals sorbitan-alifatische zure esters
(zoals sorbitanmonocaprylaat, sorbitanmonolauraat en sorbitanmonopalmitaat), glycerol-alifatische zure

15 esters (zoals glycerolmonocaprilaat, glycerolmonomyristaat, en glycerolmonostearaat), polyglycerol-
alifatische zure esters (zoals decaglycerylmonostearaat, decaglyceryldistearaat en decaglyceryimonolinole-
aat), polyoxiethyleensorbitan-alifatisch zure esters (zoals polyoxiethyleensorbitanmonolauraat, polyoxiethy-
leensorbitanmonooleaat, polyoxiethyleensorbitanmonostearaat, polyoxiethyleensorbitanmonopalminaat,
polyoxiethyleensorbitantrioleaat, en polyoxiethyleensorbitantristearaat), polyoxiethyleensorbitolalifatische zure

20 esters (zoals polyoxiethyleensorbitoltetrastearaat en polyoxiethyleensorbitoltetraoleaat), polyethyleenglycerol-
alifatisch zure esters (zoals polyoxiethyleenglycerylmonostearaat), polyethyleenglycol-alifatisch zure esters
(zoals polyethyleenglycoldistearaat), polyoxiethyleenalkylethers (zoals polyoxiethyleeniaurylether), polyoxie-
thyleenpolyoxipropyleenalkylethers (zoals polyoxiethyleenpolyoxipropyleenglycolether, polyoxiethyleenpo-
lyoxipropyleenpropylether, en polyoxiethyleenpolyoxipropyleencetylether), polyoxiethyleenalkylfenylethers

25 (zoals polyoxiethyleennonylfenylether), polyoxi-geéthyleerd recinusolie, gepolyoxiethyleerd geharde
recinusolie (gepolyoxiethyleerde gehydrogeneerde recinusolie), gepolyoxiethyleerde bijenwasderivaten
(zoals gepolyoxiethyleerde sorbitolbijenwas), polyoxiethyleen-lanclinederivaten (zoals polyoxiethylen-
lanoline), en polyoxiethyleen-alifatische zuuramiden (zoals polyethyleenstearinezuuramide); niet-ionische
opperviakte-actieve middelen zoals alkylzwavelzure zouten met een C,,—C,5 alkylgroep {(zoals natriumcetyl-

30 sulfaat, natriumlaurylsulfaat en natriumleyisulfaat), polyoxiethyleenalkylether zwavelzure zouten waarin het
gemiddeld molair aantal ethyleenoxide-additie 2—4 bedraagt en de alkylgroep 10-18 koolstofatomen heeft
(zoals polyoxiethyleennatriumlaurylsulfaat), zouten van alkylsulfobamsteenzure esters waarin de alkylgroep
8-18 koolstofatomen heeft (zoals natriumlaurylsulfobarnsteenzure ester); en natuurlijke opperviakte-actieve
stoffen zoals lecithine, glycerofosfolipide, sfingofosfolipide (zoals sfingomyeline) en saccharose-alifatisch

35 zure esters waarin het alifatisch zuur 12-18 koolstofatomen heeft. Deze opperviakte-actieve stoffen kunnen
natuurlijk onafhankelijk van elkaar of als mengsel worden toegepast.

De bovenvermelde opperviakte-actieve stoffen worden bij voorkeur toegepast in een hoeveelheid van
1-10.000 gewichtsdelen per gewichtsdeel G-CSF.

Het saccharide dat wordt toegepast bij het stabiliseren van het G-CSF houdend farmaceutisch preparaat

40 volgens de onderhavige uitvinding kan worden gekozen uit monosacchariden, oligosacchariden en
polysacchariden evenals fosfaatesters en nucleotidederivaten hiervan, zo lang ze farmaceutisch acceptabel
zijn. Met name te noemen voorbeelden zijn hieronder vermeld te weten: driewaardige en hogere suikeralco-
holen zoals glycerol, erythrytol, arabitol, xylitol, sorbitol en mannitol; zure suikers zoals glucuronzuur,
iduronzuur, neuraminezuur, galaturonzuur, gluconzuur, mannuronzuur, ketoglycolzuur, ketogalactonzuur en

45 ketogulonzuur; hyaluronzuur en zouten hiervan, chondroitinesulfaat en zouten hiervan, heparine, inuline,
chitine en derivaten hiervan, chitosan en derivaten hiervan, dextrine, dextran met een gemiddeld molecule-
gewicht van 5.000-150.000 en alginezuur en zouten hiervan. Al deze sacchariden kunnen met voordeel
worden toegepast in een onafhankelijke vorm of als mengsel.

De bovenvermelde sacchariden worden bij voorkeur toegepast in een hoeveelheid van 1-10.000

50 gewichtsdelen per gewichtsdeel G-CSF.

Met name te noemen voorbeelden van het toe te passen eiwit bij het stabiliseren van G-CSF houdende
farmaceutische preparaten volgens de onderhavige uitvinding omvatten menselijk serumalbumine, menselijk
serum globuline, gelatine, met zuur-behandelde gelatine (met een gemiddeld moleculegewicht van
7.000-100.000) met een alkalische stof behandelde gelatine (gemiddeld moleculegewicht 7.000-1 00.000)

55 en collageen. Het zal duidelijk zijn dat deze eiwitten onafhankelijk van elkaar kunnen worden toegepast of
als mengsel.

De bovenvermelde eiwitten worden bij voorkeur toegepast in hoeveelheden van 1-20.000 delen per
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gewichtsdeel G-CSF.

Typische voorbeelden van de verbinding met een hoog moleculegewicht, toe te passen bij het stabilise-
ren van G-CSF houdende farmaceutische preparaten volgens de onderhavige uitvinding omvatten:
natuurlijke polymeren zoals hydroxipropylcellulose, hydroximethylcellulose, natriumcarboximethyliceliulose en
hydroxiethylcellulose en synthetische polymeren zoals polyethyleencelluiose (moleculegewicht = 300-6.000),
polyvinylalcolhol (moleculegewicht = 20.000~1 00.000) en polyvinylpyrrolidon (moleculegewicht = 20.000~
100.000). Het zal duidelijk zijn dat deze verbindingen met een hoog moleculegewicht enkelvoudig kunnen
worden toegepast of in combinatie. _

De verbindingen met een hoog moleculegewicht zoals bovenvermeld worden bij voorkeur toegepast in
hoeveelheden van 1-20.000 gewichtsdelen per gewichtsdee! G-CSF, :

Naast het opperviakte-actieve middel, saccharide, eiwit of verbinding met een hoog moleculegewicht
zoals bovenvermeld, kan ten minste één stof gekozen uit de groep bestaande uit een aminozuur, een

- zwavelhoudend reductiemiddel en een antioxidatiemiddel, ook hierin worden opgenomen bij het bereiden

van het G-CSF houdende farmaceutische preparaat volgens de uitvinding. Voorbeelden van de toe te
passen aminozuren zijn glycine, threonine, tryptofan, lysine, hydroxilysine, histidine, arginine, cysteine,
cystine en methionine. Voorbeelden van zwavelhoudende reductiemiddelen omvatten: N-acetylcysteine,
N-acetylhomocysteine, thiotinezuur, thiodiglycol, thioethanolamine, thioglycerol, thiosorbitol, thioglycolzuur en
zouten hiervan, natriumthiosuifaat, natriumwaterstofsulfiet, natriumpyrosulfiet, natriumsulfiet, thiomelkzuur,
dithiothreitol, glutathion en een mild zwavelhoudend reductiemiddel met een sulthydrylgroep zoals een
thioalkaanzuur met 1-7 koolstofatomen. Voorbeelden van anti-oxidatiemiddelen omvatten erythorbinezuur,
dibutylhydroxitolueen, butylhydroxianisol, di-o~tocoferol, tocoferolacetaat, L-ascorbinezuur en zouten
hiervan, L-ascorbinezuurpalminaat, L-ascominezuurstearaat, triamyigallaat, propyligallaat en chelaterende
middelen zoals dinatriumethyleendiaminetetra-acetaat (EDTA), natriumpyrofosfaat en natriummetafosfaat.

De bovenvermelde aminozuren, zwavelhoudende reductiemiddelen en anti-oxidatiemiddelen of mengsels
hiervan worden bij voorkeur toegepast in hoeveelheden van 1-10.000 gewichtsdelen per gewichtsdeel
G-CSF.

Om het stabiele G-CSF-houdende preparaat volgens de onderhavige uitvinding te formuleren in een
geschikte doseringsvorm kan een of meer van de volgende stoffen hierin worden verwerkt: een verdun-
ningsmiddel, oplosbaar makende hulpstof, een isotoon middel, een excipieus, een pH-modificerend middel,
een gelijkmatig makend middel en een buffer.

Het gestabiliseerde G-CSF-houdende farmaceutische preparaat volgens de onderhavige uitvinding kan
op verschillende wijzen worden geformuleerd voor orale toediening of voor parenterale toediening zoals
door injectie en verschillende doseringsvormen kunnen worden toegepast afhankelijk van de specifieke
wijze van toediening.

Met name te noemen doseringsvormen omvatten: de vormen die zijn bedoeld voor orale toediening zoals
tabletten, pillen, capsules, granules en suspensies; oplossingen, suspensie en gevriesdroogde preparaten
die in wezen zijn bedoeld voor intraveneuze injectie, intramusculaire injectie, subcutane injectie en
intracutane injectie en de preparaten die zijn bedoeld voor transmucosale toediening zoals rectale zetpillen,
nasale geneesmiddelen en vaginale zetpillen.

Het gedetailleerde mechanisme waardoor de bovenvermelde stoffen G-CSF stabiliseren of waarmee
wordt voorkomen dat dit wordt geadsorbeerd is nog niet duidelijk. In aanwezigheid van een opperviakte-
actief middel zou het opperviak van G-CSF, hetgeen een hydrofoob eiwit is, worden bedekt met een
opperviakie-actief middel om in oplossing te komen waardoor effectief wordt voorkomen dat G-CSF dat in
een sporenhoeveelheid aanwezig is, wordt geadsorbeerd om de wand van de houder of een spuit. Een
sacharide of een hydrofiele verbinding met een hoog moleculegewicht zou een gehydrateerde laag vormen
tussen G-CSF en het adsorberende opperviak van de wand van de houder of een spuit, waardoor adsorptie
van G-CSF op een effectieve wijze wordt voorkomen. Een eiwit zou met G-CSF in competitie treden voor de
adsorptie op de wand van de houder of een spuit waardoor effectief de adsorptie van G-CSF worgt
voorkomen.

Naast het voorkomen van G-CSF adsorptie zouden de hierboven vermelde stoffen ook een bijdrage
leveren tot het voorkomen van de associatie of polymerisatie van de G-CSF-moleculen. In aanwezigheid
van een opperviakte-actief middel, saccharide, eiwit of hoog-moleculaire verbinding worden de afzonderlijke
moleculen van G-CSF in deze stoffen gedispergeerd en wordt de interactie tussen G-CSF moleculen
voldoende verminderd om een significante daling te veroorzaken van de waarschijnlijkheid van hun
associatie of polymerisatie. Verder zouden deze stoffen de auto-oxidatie van G-CSF vertragen onder een
hoge temperatuur of vochtigheid wordt versneld of zouden ze voorkomen dat G-CSF samenkiontert of
polymeriseert als resultaat van de auto-oxidatie hiervan. Deze invioeden van het vertragen van de
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auto-oxidatie van G-CSF of het voorkomen van associatie of polymerisatie zou verder worden verbeterd
door de toevoeging van een aminozuur, een zwavelhoudend reductiemiddel of een anti-oxidatiemiddel.

De bovenvermelde problemen zijn met name waarneembaar in oplossingen voor injectie en in suspen-
sies maar ze kunnen ook optreden tijdens het formuleren van G-CSF in andere doseringsvormen zoals

5 tabletten. Verder is ook de toevoeging van opperviakte-actieve middelen, sacchariden, eiwitten of verbindin-
gen met een hoog moleculegewicht in dit laatste geval effectief.

Door de uitvinding wordt G-CSF sterk gestabiliseerd en handhaaft zijn activiteit gedurende een lange
tijdsduur zoals aangetoond in de volgende voorbeelden. Om deze resultaten te bereiken wordt de hoeveel-
heid van elk van deze stoffen, met name de ondergrens hiervan, kritisch en de volgende trajecten verdienen

10 de voorkeur: 1-10.000 gewichtsdelen opperviakteactief middel, 1—10.000 gewichtsdelen saccharide,
1-20.000 gewichtsdelen eiwit en 1-20.000 gewichtsdelen verbinding met een hoog moleculegewicht per
een gewichtsdeel G-CSF.

Volgens de onderhavige uitvinding wordt een oppervlakte-actief middel, een saccharide, een eiwit en een
verbinding met een hoog moleculegewicht toegepast in een bepaalde concentratie en dit is niet alleen

15 effectief bij het voorkomen van het adsorberen op de wand van de houder of de spuit van G-CSF maar ook
ter verbetering van de stabiliteit van een G-CSF houdend farmaceutisch preparaat. Als gevolg hiervan wordt
het mogelijk om de toediening te verzekeren van een kleine maar zeer nauwkeurige dosering van G-CSF
aan patiénten; omdat G-CSF duur is zal het efficiénte gebruik hiervan leiden tot een verlaging van de kosten
voor de bereiding van G-CSF-houdende farmaceutische preparaten.

20 De volgende voorbeelden worden slechts ter toelichting van de onderhavige uitvinding gegeven maar
moeten niet als beperkend worden opgevat. in deze voorbeelden werd de resterende activiteit van G-CSF
bepaald volgens een van de volgende methoden.

(a) Zachte agar-methode onder toepassing van beenmergcellen van muizen
25 Een paardenserum werd in een hoeveelheid van 0,4 ml gemengd met 0,1 ml monster, 0,1 ml suspensie van
C3H/He (vrouwelijke) muizenbeendermergcelien (0,5—-1x10° kemcelien) en 0,4 mi gemodificeerde McCoy
5A kweekoplossing die 0,75% agar bevatte, uitgegoten in een schaaltje van kunststof voor de weefsel-
cultuur (diameter 35 mm) gecoaguleerd en gedurende 5 dagen gekweekt bij 37°C in 5% CO,/95% lucht en
bij 100% vochtigheid. Het aantal gevormde kolonies werd geteld (een kolonie bestond ten minste uit 50
30 cellen) en de activiteit werd bepaald met een eenheid die de activiteit is ter vorming van één kolonie.
De gemodificeerde McCoy 5A kweekoplossing die is toegepast in methode (a) werd als voigt bereid.
Gemodificeerde McCoy’s 5A kweekoplossing (dubbele concentratie).
in 500 mi gedestilleerd water werden twaalf gram McCoy’s 5A kweekoplossing (Gibco), 2,55 g MEM
aminozuur-vitaminemengsel (Nissui Seiyaky Co., Ltd.), 2,18 g natriumbicarbonaat en 50.000 eenheden
35 kaliumpenicilline G twee keer opgelost en de oplossing werd aseptisch gefiltreerd over een Millipore-filter
(0,22 pm).

(b) Omgekeerde fase — hoge druk — vioeistofchromatografie
Onder toepassing van een C8-kolom met een omgekeerde fase (4,6 mm x 300 mm; 5 ym) en een

40 n-propanolftriflucrazijnzuurmengse! als mobiele fase, werd de restactiviteit van G-CSF {geinjecteerd in een
hoeveelheid equivalent aan één pg) bepaald onder de volgende gradiént-omstandigheden:

tijd (sec) oplosmiddel (A) oplosmiddel! (B) gradiént

45 0 100% 0% } lineair
15 0% 100% } lineair
25 100% 0%

Oplosmiddel (A): 30% n-propanci en 0,1% trifiuorazijnzuur.
50 Oplosmiddel (B): 60% n-propanol en 0,1% trifluorazijnzuur.

De bepaling werd uitgevoerd bij een golflengte van 210 nm en het percentage resterende G-CSF activiteit
werd berekend met behulp van de volgende formule:

55 resterende G-CSF de resterende hoeveelheid G-CSF na het verstrijken van een bepaalde tijd x 100
activiteit (%) = de beginhoeveelheid G-CSF
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De resterende hoeveelheid G-CSF, bepaald volgens deze methode correleerde zeer goed met het resultaat
verkregen bij de meting volgens de zachte agar-methode (a) onder toepassing van de beenmergcellen van
muizen.

Voorbeeld |
Aan 5 pg G-CSF werd een van de in Tabel A vermelde stabiliserende middelen toegevoegd en het mengsel
werd aseptisch opgelost in een 20 mM bufferoplossing (met 200 mM natriumchloride; pH is 7,4) om een
farmaceutisch preparaat te bereiden dat 5 Hg G-CSF per ml bevatte, dat vervolgens werd gevriesdroogd. De
tijdsafhankelijke verandering van de G-CSF activiteit werd gemeten volgens methode (a) en de resultaten
zijn weergegeven in Tabel A. De uitdrukking “activiteit (%)” in de tabel geeft de restactiviteit aan van G-CSF
ten opzichte van de begin-eenheid en wordt gedefinieerd door de volgende formule:
C ctiviteit-eenheid na ver] \7 ij

Het vriesdrogen werd als voigt uitgevoerd.

De G-CSF oplossing die een stabiliserend middel bevatte werd in een steriel met sulfa behandeld glazen
fiesje gedaan, gedurende 4 uren ingevroren bij 40°C of lager, onderworpen aan een eerste droging door
verwarmen van —40°C tot 0°C, gedurende een periode van 48 uren met een druk die toenam van 0,03 tot
0,1 torr, waarna een tweede droging werd uitgevoerd door verwarmen van 0°C tot 20°C gedurende een
periode van 12 uren bij een druk die toenam van 0,03 tot 0,08 torr, waarna het binnenste van het glazen
flesje werd gevuld met steriele, droge gasvormige stikstof om een atmosferische druk te bereiken en daama
werd het flesje afgesloten met een rubberen stop voor vriesdrogen, en daama afgesloten met een
aluminiumkap.

TABEL A
stabiliserend middel hoeveelheid activiteit (%)
(gewichtsdelen)
na opslaan bij na opslaan bij
4°C gedurende 37°C gedurende
6 maanden 1 maand
xylitol 10.000 92 86
mannitol 10.000 91 85
glucuronzuur 10.000 86 82
hyaluronzuur 2.000 92 89
dextran (mol.gew. 40.000) 2.060 95 90
heparine 5.000 85 80
chitosan 2.000 93 91
alginezuur 2.000 90 90
menselijk serumalbumine 1.000 98 99
menselijk serumglobuline 1.000 98 95
met alkalische stof behandelde gelatine 1.000 99 96
collageen 2.000 95 90

polyethyleenglycol {mol.gew. 4.000) 10.000 94 90
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TABEL A (vervolg)

stabiliserend middel hoeveelheid activiteit (%)

(gewichtsdelen)
5 na opslaan bij na opslaan bij
4°C gedurende 37°C gedurende
6 maanden 1 maand

hydroxipropylceliulose 1.000 98 94

10
natriumcarboximethyicellulose 1.000 88 80
hydroximethylicellulose 5.000 92 90

15 polyvinylalcohol (mol.gew. 50.000) 2.000 96 95
polyvinylpyrrolidon (mol.gew. 50.000) 2.000 95 94
menselijk serumalbumine 2.000

20 mannitol - 2.000 100 97
cysteine 100
menselijk serumalbumine 2.000
polyoxiethyleensorbitanmonolauraat 100 99 96

25 manitol 2.000
menselijk serumalbumine ' 2.000
hydroxipropyicelluiose 500 98 92
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000

30
polyoxiethyleensorbitanmonolauraat 100 o8 96
sorbitol 2.000
gepolyoxiethyleerde geharde ricinusolie 100 94 92

35 dextran (mol.gew. 40.000) 2.000
zonder toevoeging - 74 58

40 Voorbeeld Il
Aan 10 pg G-CSF werd een van de in tabel B vermelde stabiliserende middelen toegevoegd en het
mengsel werd aseptisch opgelost in 20 mM fosfaat buffer-oplossing (met 100 mM natriumchloride; pH is
7.,4) om een farmaceutisch preparaat te bereiden dat 10 yg G-CSF per mi bevatte. Het preparaat werd
aseptisch in een met sulfa behandeld glazen flesje gebracht en afgesloten, om een G-CSF oplossing te
45 bereiden. De tijdsafhankelijke verandering van de activiteit van G-CSF in deze oplossing werd gemeten
volgens dezelfde methode als toegepast in voorbeeld | en de resultaten zijn weergegeven in tabel B.
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TABEL B
stabiliserend middel hoeveelheid activiteit (%)
(gewichtsdelen)

na opslaan bij  na opslaan bij  na opslaan bij

4°C gedurende  4°C gedurende kamertempera-

7 dagen 2 maanden tuur gedurende

1 maand

mannitol 5.000 g1 87 82
hyaluronzuur 2.000 93 87 70
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000 g6 85 85
glycerol 10.000 90 90 88
neuraminezuur 5.000 93 o1 84
chitine 2.000 95 g2 86
dextrine 2.000 90 92 87
menselijk serumalbumine 1.000 99 95 92
menselijk serumglobuline 1.000 98 94 90
met zuur behandelde gelatine 2.000 97 96 87
met alkalische stof behandelde
gelatine 500 99 95 92
collageen 2.000 99 94 88
polyethyleenglycol (mol.gew.
4.000) 10.000 94 89 90
hydroxipropylceliulose 2.000 98 95 92
natriumcarboximethylcellulose 2.000 92 a1 80
hydroxiethylcellulose 4.000 92 94 90
polyvinylaicohol (mol.gew. 50.000)  4.000 97 83 90
polyvinyipyrrolidon (mol.gew.
50.000) 4.000 95 95 92
sorbitanmonolauraat 400 97 96 95
polyoxiethyleensorbitanmo-
nolauraat 400 100 96 94
polyoxiethyleensorbitanmonos-
tearaat 400 98 97 94
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TABEL B (vervolg)

stabiliserend middel hoeveelheid activiteit (%)
(gewichtsdelen)
5 na opsiaan bij  na opslaan bij  na opslaan bij
4°C gedurende  4°C gedurende kamertempera-
7 dagen 2 maanden tuur gedurende
1 maand
10 polyoxiethyleenpolyoxipropy-
leenglycolether 400 100 94 93
gepolyoxiethyleerde geharde
ricinusolie 400 99 98 90
15
natriumlaurylsulfaat 2.000 97 93 87
lecithine 2.000 97 94 90
20 menselijk serumalbumine 2.000
mannitol 2.000
cysteine 100 100 99 497
menselijk serumalbumine 2.000
25 polyoxiethyleensorbitanmo-
nolauraat 100 99 97 95
mannitol 2.000
menselijk serumalbumine 1.000
30 hydroxipropylcellulose 500 99 97 95
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000
polyoxiethyleensorbitanmono-
palmitaat 100
35 sorbitol 2.000 96 96 93
gepolyoxiethyleerde geharde
ricinusolie 100
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000 g5 92 92
40
zonder toevoeging - 72 61 47
Voorbeeld il

45 Aan 10 pg G-CSF werd een van de stabiliserende middelen toegevoegd zoals vermeld in tabe! C en het
mengsel werd aseptisch opgelost in een 20 mM fosfaat buffer-oplossing (met 100 mM natriumchloride; pH is
7,4) om een farmaceutisch preparaat te bereiden dat 10 ug G-CSF per m| bevatte. Van het preparaat werd
een milliliter toegevoegd aan een met sulfa behandeld met silicon bedekt glazen flesje en bewaard bij 4°C.
De werkzaamheid van elk stabiliserend middel ter voorkoming van G-CSF adsorptie werd bepaald door het

50 meten van de restactiviteit van G-CSF in de oplossing na 0,5 en na 2 en na 24 uren. De meting werd
uitgevoerd volgens methode (b) onder toepassing van omgekeerde fase — hoge druk — vioeistof-
chromatografie. De resultaten zijn weergegeven in Tabe! C.
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TABEL C

stabiliserend middel hoeveelheid  restactiviteit (%)

(gewichtsde-

len begin 0,5 uur 2 uren 24 uren
mannito} 5.000 100 93 90 91
hyaluronzuur 2.000 100 97 92 92
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000 100 98 95 96
glycerol 10.000 100 94 91 90
heparine 2.000 100 92 90 90
glucuronzuur 5.000 100 96 90 g1
ketoglycolzuur 5.000 100 92 88 90
menselijk serumalbumine 1.000 100 100 101 99
menselijk serumglobuline 1.000 100 98 100 98
met alkalische stof behan-
delde gelatine 500 100 99 98 99
met zuur behandelde gelatine  2.000 100 99 97 97
collageen 2.000 100 100 98 99
polyethyleenglycol (mol.gew.
4.000) 10.000 100 100 100 99
hydroxipropyicellulose 2.000 100 100 100 99
natriumcarboximethyiceliulose  2.000 100 98 96 95
hydroxiethylcellulose 4.000 100 96 93 92
polyvinylalcohol (mol.gew.
50.000) 4.000 100 99 100 98
polyvinylpyrrolidon (mol.gew.
50.000) 4,000 100 o8 98 96
sorbitanmonocaprylaat 400 100 100 100 98
polyoxiethyleensorbitan-
stearaat 400 100 100 98 100
gepolyoxiethyleerde geharde
ricinusolie 400 100 99 101 99
natriumlaurylsulfaat 2.000 100 100 99 97
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TABEL C (vervolg)

stabiliserend middel hoeveelheid restactiviteit (%)

(gewichtsde-

len begin 0,5 uur 2 uren 24 uren
lecithine 2.000 100 99 100 98
menselijk serumalbumine 2.000
mannitol 2.000 100 100 100 101
cysteine 100
menselijk serumalbumine 2.000
polyoxiethyleensorbitanmo-
nolauraat 100 100 100 98 99
mannitol 2.000
menselijk serumalbumine 1.000
hydroxipropylcellulose dextran 500 100 101 99 100
(mol.gew. 40.000) 2.000
polyoxiethyleensorbitanmo-
nolauraat 100 100 100 99 98
sorbitol 2.000

gepolyoxiethyleerde geharde

ricinusolie 100 100 100 98 97
dextran (mol.gew. 40.000) 2.000

zonder toevoeging - 100 9N 72 73
Conclusies

1. Stabiele farmaceutische bereiding die als actief bestanddeel het fysiclogisch actieve polypeptide
granulocytkolonie-stimulerende factor en een stabiliserende stof of adsorptie-voorkomende stof omvat, met
het kenmerk, dat de bereiding als stabiliserende stof of adsorptie-voorkomende stof ten minste één stof
omvat die is gekozen uit de groep bestaande uit een farmaceutisch aanvaardbare niet-eiwitachtige
opperviakte-actieve stof, een saccharide, een verbinding met een hoog moleculegewicht, en een eiwit,
onder uitsluiting van serumalbumine van muizen.

2. Stabiele farmaceutische bereiding volgens conclusie 1, met het kenmerk, dat de opperviakte-actieve stof
is gekozen uit de groep bestaande uit polyoxiethyleensorbitanmonostearaat, polyoxiethyleensorbitanmo-
nodleaat en polyoxiethyleenlaurylether.

3. Stabiele farmaceutische bereiding voigens conclusie 1, met het kenmerk, dat het saccharide is gekozen
uit de groep bestaande uit mannitol en sorbitol.

4. Stabiele farmaceutische bereiding voigens conclusie 1, met het kenmerk, dat het eiwit is gekozen uit de
groep bestaande uit menselijk serumalbumine en met een zure of alkalische stof behandelde gelatine.

5. Stabiele farmaceutische bereiding voigens conclusie 1, met het kenmerk, dat de bereiding een combinatie
van menselijk serumalbumine, mannitol en cysteine omvat.

6. Stabiele farmaceutische bereiding volgens conclusie 1, met het kenmerk, dat de bereiding een combinatie
van menselijk serumalbumine, mannitol en polyoxiethyleensorbitanmonolauraat omvat.

7. Stabiele farmaceutische bereiding volgens conclusie 1, met het kenmerk, dat de bereiding een combinatie
van polyoxiethyleensorbitanmonolauraat en sorbitol omvat.
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