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Beschreibung
Saure Insulinzubereitungen mit verbesserter Stabilitat

Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Formulierung enthaltend ein Polypeptid
ausgewahlt aus einer Gruppe enthaltend Insulin, einen Insulinmetaboliten, ein
Insulinanalogon, ein Insulinderivat oder Kombinationen davon; ein Tensid oder
Kombinationen mehrerer Tenside; optional ein Konservierungsmittel oder
Kombinationen mehrerer Konservierungsmittel; und optional ein Isotonisierungsmittel,
Puffer oder weitere Hilfsstoffe oder Kombinationen davon, wobei die pharmazeutische
Formulierung einen pH-Wert im sauren Bereich aufweist.

Diese Formulierungen kénnen zur Behandlung von Diabetes eingesetzt werden, Und
sind besonders geeignet flir Zubereitungen, bei denen eine hohe Stabilitdt gegenlber
thermischer und/oder physikalisch-mechanischer Belastung erforderlich ist. Die

Erfindung betrifft ebenfalls parenterale Zubereitungen, die solche Formulierungen

" enthalten und bei Diabetes angewandt werden kénnen sowie Methoden, um die

20
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Zubereitungen herzustellen und die Stabilitét von Insulinzubereitungen zu verbessern.

Weltweit leiden etwa 120 Mio. Menschen an Diabetes mellitus. Darunter sind etwa 12
Mio. Typ I-Diabetiker, fur die die Substitution der fehlenden endokrinen
Insulinsekretion die einzige derzeit mogliche Therapie darstellt. Die Betroffenen sind
lebenslang, in der Regel mehrmals taglich, auf Insulininjektionen angewiesen. Im
Gegensatz zum Typ I-Diabetes besteht beim Typ |l-Diabetes nicht grundséatzlich ein
Mangel an Insulin, jedoch wird in einer Vielzahl von Félien, vor allem im
fortgeschrittenen Stadium, die Behandlung mit Insulin, gegebenenfalls in Kombination
mit einem oralen Antidiabetikum, als glinstigste Therapieform angesehen.

Beim Gesunden ist die Insulinfreisetzung durch den Pankreas strikt an die
Konzentration der Blutglucose gekoppelt. Erhdhte Blutglucosespiegel, wie sie nach
Mahlzeiten auftreten, werden durch eine entsprechende Steigerung der
Insulinsekretion rasch kompensiert. Im niichternen Zustand sinkt der
Plasmainsulinspiegel auf einen basalen Wert ab, der ausreicht, eine kontinuierliche

Versorgung insulinsensitiver Organe und Gewebe mit Glucose zu gewahrleisten und
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die hepatische Glucoseproduktion in der Nacht niedrig zu halten. Der Ersatz der
kérpereigenen Insulinsekretion durch exogene, meist subcutane Applikation von
Insulin erreicht in der Regel die oben beschriebene Qualitét der physiologischen
Regulation der Blutglucose nicht annéhernd. Haufig kommt es zu Entgleisungen der
Blutglucose nach oben oder unten, die in ihren schwersten Formen lebensbedrohlich
sein kdnnen. Daneben stellen jedoch auch tber Jahre erhéhte Blutglucosespiegel
ohne anfangliche Symptome ein erhebliches Gesundheitsrisiko dar. Die groRangelegte
DCCT-Studie in den USA (The Diabetes Control and Complications Trial Research
Group (1993) N. Engl. J. Med. 329, 977-986) wies eindeutig nach, dal chronisch
erhohte Blutglucosespiegel wesentlich fir die Entwicklung diabetischer Spatschaden

" verantwortlich sind. Diabetische Spatschaden sind mikro- und makrovaskulére

Schadigungen, die sich u.U. als Retino-, Nephro-, oder Neuropathie manifestieren und
zu Erblindung, Nierenversagen sowie dem Verlust von Extremitéten flihren und
dariiber hinaus mit einem erhdhten Risiko fur Herz/Kreislauferkrankungen
einhergehen. Daraus ist abzuleiten, daR eine verbesserte Therapie des Diabetes in
erster Linie darauf abzielen muR, die Blutglucose mdglichst eng im physiologischen
Bereich zu halten. Nach dem Konzept der intensivierten Insulintherapie soll dies durch
mehrmals tagliche Injektionen von schnell und langsam wirkenden
Insulinzubereitungen erreicht werden. Rasch wirkende Formulierungen werden zu den
Mahlzeiten gegeben, um den postprandialen Anstieg der Blutglucose auszugleichen.
Langsam wirkende Basalinsuline sollen die Grundversorgung mit Insulin insbesondere

wahrend der Nacht sicherstellen, ohne zu einer Hypoglykamie zu fihren.

Insulin ist ein Polypeptid aus 51 Aminosauren, die sich auf 2 Aminosaureketten
verteilen: die A Kette mit 21 Aminosauren und die B-Kette mit 30 Aminosé&uren. Die
Ketten sind durch 2 Disulfidbriicken miteinander verbunden. Insulinzubereitungen
werden seit vielen Jahren zur Diabetestherapie eingesetzt. Dabei werden nicht nur
natiirlich vorkommende Insuline verwendet, sondern neuerdings auch Insulinderivate

und —analoga.

Insulinanaloga sind Analoga von nattirlich vorkommenden Insulinen, néamlich

Humaninsulin oder tierischen Insulinen, welche sich durch Substitution wenigstens
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eines natlrlich auftretenden Aminosaurerestes mit anderen Aminoséuren und/oder
Addition/Entfernen wenigstens eines Aminoséurerestes von dem entsprechenden,
ansonsten gleichen naturlich vorkommenden Insulin unterscheiden. Es kann sich

dabei auch um Aminoséauren handeln, die nicht natlirlich vorkommen.

Insulinderivate sind Derivate von natlrlich vorkommendem Insulin oder einem
Insulinanalogon, welche durch chemische Modifizierung erhalten werden. Die
chemische Modifikation kann z.B. in der Addition einer oder mehrerer bestimmter
chemischer Gruppen an eine oder mehrere Aminosauren bestehen. In der Regel
haben Insulinderivate und Insulinanaloga gegeniiber humanem Insulin eine etwas
veranderte Wirkung.

Insulinanaloga mit beschleunigtem Wirkungseintritt werden in EP 0 214 826,

EP 0375437 und EP 0 678 522 beschrieben. EP 0 124 826 bezieht sich u.a. auf
Substitutionen von B27 und B28. EP 0 678 522 beschreibt Insulinanaloga, die in der
Position B29 verschiedene Aminoséuren, vorzugsweise Pfolin, aufweisen, jedoch nicht
Glutaminsaure.

EP 0 375 437 umfalyt Insulinanaloga mit Lysin oder Arginin in B28, die optional

zusatzlich in B3 und/oder A21 modifiziert sein kbnnen.

In der EP 0 419 504 werden Insulinanaloga offenbart, die gegen chemische
Modifikationen geschiitzt sind, in dem Asparagin in B3 und wenigstens eine weitere

Aminosaure in den Positionen A5, A15, A18 oder A21 verandert sind.

In der Regel haben Insulinderivate und Insulinanaloga gegentiber humanem Insulin
eine etwas verdnderte Wirkung.

In der WO 92/00321 werden Insulinanaloga beschrieben, bei denen wenigstens eine
Aminosaure der Positionen B1-B6 durch Lysin oder Arginin ersetzt ist. Derartige
Insuline weisen gemaf WO 92/00321 eine verlangerte Wirkung auf. Eine verzogerte
Wirkung weisen auch die in der EP-A 0 368 187 beschriebenen Insulinanaloga auf.
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Die auf dem Markt befindlichen Insulinzubereitungen von nattirlich vorkommenden
Insulinen zur insulinsubstitution unterscheiden sich in der Herkunft des Insulins (z.B.
Rind, Schwein, Humaninsulin), sowie der Zusammensetzung, womit das Wirkprofil
(Wirkeintritt und Wirkdauer) beeinflusst werden kann. Durch Kombination
verschiedener Insulinpraparate lassen sich unterschiedlichste Wi'rkprofile erzielen und
moglichst physiologische Blutzuckerwerte einstellen. Die rekombinante DNA
Technologie ermdéglicht heutzutage dié Herstellung von solchen modifizierten
Insulinen. Hierzu zahlt Insulin Glargin (Gly(A21)-Arg(B31)-Arg(B32)-Humaninsulin) mit
einer verlangerten Wirkdauer. Insulin Glargin wird als saure, klare Losung injiziert und
fallt aufgrund seiner Losungseigenschaften im physiologischen pH-Bereich des
Subkutangewebes als stabiles Hexamerassoziat aus. Insulin Glargin wird einmal
taglich injiziert und zeichnet sich gegeniiber anderen langwirksamen Insulinen durch
sein flaches Serumprofil und die damit verbundene Reduktion der Gefahr nachtlicher
Hypoglyk&mien aus (Schubert-Zsilavecz et al., 2:125-130(2001)).

Die spezifische Zubereitung des Insulin Glargins, die zur verlangerten Wirkdauer fihrt,
ist im Gegensatz zu bisher beschriebenen Zubereitungen durch einen klare Losung mit
saurem pH-Wert gekennzeichnet. Gerade bei saurem pH-Wert zeigen Insuline jedoch
eine verringerte Stabilitdt und eine erhdhte Aggregationsneigung bei thermischer und
physikalisch-mechanischer Belastung, die sich in Form von Triibungen und
Ausfallungen (Partikelbildungen) bemerkbar machen kann (Brange et al., J. Ph.Sci
86:517-525(1997)).

Die Aggregationsneigung kann zusétzlich durch hydrophobe Oberflachen, die in
Kontakt mit der Lésung stehen, geférdert werden (Sluzky et al., Proc.Natl.Acad.Sci.
88:9377-9381 (1991). Als hydrophobe Oberflachen kdnnen die Glasgefalie der
Zubereitungen, das Stopfenmaterial der VerschulRkappen oder die Grenzflache der
Lésung zum Luftiiberstand betrachtet werden. Daneben kénnen feinste
Silkonoltropfchen als zusatzliche hydrophobe Aggregationskeime bei der Entnahme
der taglichen Insulindosis Giber handelstbliche, silkonisierte Insulinspritzen fungieren
und den Prozel beschleunigen.
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WO 01/43762 beschreibt wassrige, parenterale pharmazeutische Zubereitungen
enthaltend ein Polypeptid und Glycerin, bei denen die Stabilisierung der Zubereitung
durch Abreinigung destabilisierender Bestandteile des Glycerins erreicht werden soll.
WO 00/23098 beschreibt Insulinzubereitungen stabilisiert mit Polysorbat 20 oder
Poloxamer 188 furr pulmonale Applikation, beschreibt jedoch nicht die Stabilisierung in
saurer L&sung gegen Aggregationskeime.

Die internationale Patentanmeldung PCT/EP02/02625 (unverdffentlicht) beschreibt
zinkfreie und zinkarme Insulinzubereitungen mit durch den Zusatz von Tensiden
verbesserter Stabilitat bei Raum- und Kérpertemperatur und mechanischer Belastung,
beschreibt jedoch nicht die Stabilisierung saurer Insulinzubereitungen gegentiber
hydrophoben Aggregationskeimen.

Der vorliegenden Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, Zubereitungen flr im
Sauren ldsliche Insuline mit Tensiden zu finden, die sich durch eine hohe
Langzeitstabilitdt gegeniber Belastungen durch Temperatur oder physikalisch-
mechanischer Stressung auszeichnen und eine hohe Belastung mit hydrophoben

Aggregationskeimen tolerieren.

Es wurde nun Uberraschenderweise gefunden, dass der Zusatz von Tensiden die
Stabilitdt von sauren Insulinzubereitungen stark erhéhen kann und damit sogar
Zubereitungen hergestellt werden kénnen, die (iber mehrere Monate bei
Temperaturbelastung die Gberlegene Stabilitdt gegenliber hydrophoben

Aggregationskeimen garantieren.

Die pharmazeutischen Zubereitungen enthalten 60-6000 nmol/ml, bevorzugt 240-3000
nmol/ml eines Insulins, eines Insulinmetaboliten, eines Insulinanalogons oder eines
Insulinderivats.

Als Tenside kdnnen unter anderem nichtionische Tenside Verwendung finden.
Insbesondere sind pharmazeutisch gebrauchliche Tenside bevorzugt, wie z.B.:
Partial- und Fettsaureester und -ether mehrwertiger Alkohole wie des Glycerols,

Sorbitols u.4. (Span®, Tween® insbesondere Tween® 20 und Tween® 80, Myri®, Brij®),
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Cremophor® oder Poloxamere. Die Tenside liegen in der pharmazeutischen
Zusammensetzung in einer Konzentration von 5 - 200 pg/ml, bevorzugt von 5 —
120ug/ml und besonders bevorzugt von 20 — 75 pg/ml vor.

Die Zubereitung kann desweiteren Konservierungsmittel (z.B. Phenol, Kresol,
Parabene), Isotonisierungsmittel (z.B. Mannitol, Sorbitol, Lactose, Dextrose,
Trehalose, Natriumchlorid, Glycerol). Puffersubstanzen, Salze, Sduren und Laugen
sowie weitere Hilfstoffe enthalten. Diese Substanzen kénnen jeweils einzeln oder auch

als Mischungen vorliegen.

Glycerol, Dextrose, Lactose, Sorbitol und Mannitol liegen tblicherweise in der -
pharmazeutischen Zubereitung in einer Konzentration von 100 — 250 mM, NaCl in
einer Konzentration bis zu 150 mM vor. Puffersubstanzen, wie z.B. Phosphat-, Acetat-,
Citrat, Arginin , Glycylglycin oder TRIS (d.h. 2-Amino—2-HydroxymethyI-1.,3,-
Propandiol) Puffer sowie entsprechende Salze, sind in einer Konzentration von 5 — 250
mM, bevorzugt 10 — 100 mM vorhanden. Weitere Hilfstoffe kbnnen unter anderem sein

Salze oder Arginin.

Gegenstand der Erfindung ist daher eine pharmazeutische Formulierung enthaltend
ein Polypeptid ausgewahlt aus einer Gruppe enthaltend Insulin, ein Insulinanalogon,
ein Insulinderivat, einen aktiven Insulinmetaboliten oder Kombinationen davon; ein
Tensid oder Kombinationen mehrerer Tenside; optional ein Konservierungsmittel oder
Kombinationen mehrerer Konservierungsmittel; und optional ein Isotonisierungsmittel,
Puffersubstanzen und/oder weitere Hilfsstoffe oder Kombinationen davon, wobei die
pharmazeutische Formulierung eine klare Losung ist, die einen pH-Wert im sauren
Bereich (pH 1 — 6,8), vorzugsweise pH 3,5 - 6,8, ganz besonders bevorzugt 3,5 — 4,5,
aufweist.

Bevorzugt ist eine solche pharmazeutische Formulierung, wobei das Tensid
ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend Partial- und Fettsdureester und -ether
mehrwertiger Alkohole wie des Glycerols und Sorbitols, Polyole; wobei die Partial- und
Fettsdureester und -ether des Glycerols und Sorbitols ausgewahlt werden aus einer
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Gruppe enthaltend Span®, Tween®, Myri®, Brij®, Cremophor®; wobei die Polyole
ausgewahlt werden aus der Gruppe Polypropylenglycole, Polyethylenglycole,
Poloxamere, Pluronics, Tetronics; wobei das Konservierungsmittel ausgewahlt wird
aus einer Gruppe enthaltend Phenol, Kresol, Parabene; wobei das
Isotonisierungsmittel ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend Mannitol, Sorbitol,
Natriumchlorid, Glycerol; wobei die Hilfsstoffe ausgewahit werden aus einer Gruppe
enthaltend Puffersubstanzen, Séurén, Laugen; wobei das Insulinanalogon ausgewahit
wird aus einer Gruppe enthaltend Gly(A21)- Arg(B31)- Arg(B32)- Humaninsulin;
Lys(B3)- Glu(B29)- Humaninsulin; LysB%PrOBZQ Humaninsulin, B28 Asp-Humaninsulin,
Humaninsulin, bei dem Prolin in der Position B28 substituiert wurde durch Asp, Lys,
Leu, Val oder Ala und wo in Position B29 Lys durch Pro substituiert sein kann; AlaB26-
humaninsulin; Des(B28-B30)-humaninsulin; Des(827)-humaninsulin oder Des(BBO)-
humaninsulin; ‘

wobei das Insulinderivat ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend B29-N-
myristoyl-des(B30) Humaninsulin, B29-N-palmitoyl-des(B30) Humaninsulin, B29-N-
myristoyl Humaninsulin, B29-N-palmitoyl Humaninsulin, B28-N-myristoyl Lys®*°Pro®**
Humaninsulin, B28-N-palmitoyl-Lys®2®Pro®2° Humaninsulin, B30-N-myristoyl-
Thr®?Lys®* Humaninsulin, B30-N-palmitoyl- Thr®2Lys®*® Humaninsulin, B29-N-(N-
palmitoyl-Y-glutamyl)-des(B30) Humaninsulin, B29-N-(N-lithocholyl-Y-glutamyl)-
des(B30) Humaninsulin, B29-N-(w-carboxyheptadecanoyl)-des(B30) Humaninsulin
und B29-N-(w-carboxyheptadecanoyl) Humaninsulin.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie oben
beschrieben, bei der das Insulin, das Insulinanalogon, der aktive Insulinmetabolit
und/oder das Insulinderivat in einer Konzentration von 60 — 6000 nmol/ml,v
vorzugsweise in einer Konzentration von 240 — 3000 nmol/ml vorliegt (dies entspricht
etwa einer Konzentration von 1,4 — 35 mg/ml oder 40 — 500 Einheiten/ml); '

bei der das Tensid in einer Konzentration von 5 - 200 pug/ml, bevorzugt von 5 —

120ug/ml und besonders bevorzugt von 20 — 75 pg/ml vorliegt.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben ausgefihrt, bei der Glycerol und/oder Mannitol in einer Konzentration von 100 —

250 mM, und/oder NaCl vorzugsweise in einer Konzentration bis zu 150 mM vorliegt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben ausgefiihrt, bei der eine Puffersubstanz in einer Konzentration von 5 — 250 mM

vorliegt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Insulinformulierung,
die weitere Zusétze wie z.B. Salze enthalt, welche die Freigabe von Insulin retardieren.
Auch Mischungen aus solchen Retardinsulinen mit oben beschriebenen
Formulierungen sind darin eingeschlossen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Methode zur Herstellung solcher
pharmazeutischer Formulierungen. Ebenso ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung
die Anwendung solcher Formulierungen zur Behandlung von Diabetes mellitus.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung bzw. der Zusatz von
Tensiden als Stabilisator wahrend des Herstellungsprozesses von Insulin,
Insulinanaloga oder Insulinderivaten oder deren Zubereitungen. |

Im folgenden wird die Anmeldung anhand einiger Beispiele beschrieben, die

keinesfalls beschrankend wirken sollen.

~ Beispiele:

25

30

Die folgenden Beispiele sollen den Erfindungsgedanken naher erlautern, ohne

beschrankend zu wirken.

Vergleichsuntersuchungen: Es werden verschiedene Zubereitungen mit dem
Insulinanalogon Insulin Glargin (Gly(A21),Arg(B31),Arg(B32)-Humaninsulin)
hergestellt. Dazu wird Insulin Glargin in einem Teil Wasser flir Injektionszwecke
suspendiert, bei pH 3 — 4 gelbst, die anderen Bestandteile werden zugefugt, der pH
Wert mit Salzs&ure/NaOH auf 4,0 +/- 0,2 eingestellt und auf das Endvolumen
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aufgefiilit. Die Konzentration von Insulin glargin betréagt bei jedem der unten
beschriebenen Versuche 3,6378 mg/ml (entspricht 100 Einheiten/ml). Eine zweite
Zubereitung wird identisch hergestellt, jedoch wird noch eine bestimmte Menge eines
Tensids hinzugegeben. Die Lésungen werden in 10 ml GlasgefaRe (Vials) abgefillt

5 und verbordelt. Diese Gefasse werden nun simulierten in use- bzw. physikalisch-
mechanischen Stressbedingungen ausgesetzt:

1. Inuse-Test: Die Gefdlle werden in Stllpdeckelschachteln einsortiert und wahrend

des Untersuchungszeitraumes von 28 Tagen bei + 25° C und kontrollierter

10 Raumfeuchte unter Ausschiuf} von Licht gelagert. Zur Simulation der
Patientenentnahme werden téglicﬁ einmal ca. 5 IU der Lésung mit einer
handelsiiblichen Insulinspritze entnommen und verworfen. Am Anfang und Ende
der Arbeitswoche wird dieses Vorgehen zweimal ausgefiihrt, um die Entnahme am
Wochenende nachzustellen. Vor jeder Entnahme erfolgt die visuelle Beurteilung

15 der Losung in den Gefallen auf Tribung und/oder Partikelbildung.

2. Schutteltest: Die Gefalle werden in einer Stiilpdeckelschachtel liegend auf einen
Laborschﬁtﬂer mit Inkubator und Thermostat gestellt und bei 25°C mit 90
Bewegungen/min parallel zur Horizontalbewegung Uber einen Zeitraum von 10

20  Tagen geschuttelt. Nach definierten Zeiten wird der Triibungswert der Proben

~ mittels eines Labor—TrUbungsphotometers (Nephelometer) in Formaldazin .

Nephelometrischen Einheiten (Formaldazine Nephelometric Unit = FNU) bestimmit.
Der Tribungswert entspricht der Intensitét der gestreuten Strahlung des
eingestrahlten Lichtes an suspendierten Teilchen in der Probe.

25

Beispiel 1.  Stabilisierung der In use-Periode von Insulin glargin mit Polysorbat 20
(Tween® 20)

a) Die Losung wird Uber eine Kombination aus 0,2 ym und 0,1 um Filter steril filtriert.
30 Anschliessend wird sie in 10 ml [njektionsflaschchen gefiillt und mit Bérdelkappen mit
eingelegter Dichtscheibe verschiossen.
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b) Eine Vergleichslosung wird identisch hergestellt, jedoch wird in Wasser flir

Injektionszwecke zuerst eine geeignete Menge Tensid (10 — 30 ppm Polysorbat 20)

suspendiert

5 Die Muster werden bei +5°C , 25°C und 37°C firr einen festgelegten Zeitraum

10 Lagerung 3 Monate bei 5°C

15

eingelagert. Jeweils 10 Muster werden anschliessend einem in use-Test unterzogen.

Die Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabelle wiedergegeben.

Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster 7 Tagen | 14 Tagen | 21 Tagen | 28 Tagen
Insulin Glargin

7 10 10 10
Insulin Glargin
+ 0,010 mg/mi 0 0 0 0
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,015 mg/mi 0 0 0 0
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,020 mg/mi 0 0 0 1
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,030 mg/mi 0 0 0 0
Polysorbat 20
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Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster

7 Tagen

14 Tagen

21 Tagen

28 Tagen

Insulin Glargin

1

10

10

10

Insulin Glargin
+ 0,010 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,015 mg/mi
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml
Polysorbat 20

Lagerung 3 Monate bei 25°C

Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster 7 Tagen | 14 Tagen | 21 Tagen | * 28 Tagen
Insulin Glargin ‘

9 10 10 10
Insulin Glargin
+ 0,010 mg/mi 2 2 2 2
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml 0 0 0 1

Polysorbat 20
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Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml
Polysorbat 20

Lagerung 6 Monate bei 25°C

Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster

7 Tagen

14 Tagen

21 Tagen

28 Tagen

Insulin Glargin

10

10

10

10

Insulin Glargin

+ 0,010 mg/ml

Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml
Polysorbat 20
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Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster

7 Tagen

14 Tagen

21 Tagen

Insulin Glargin .

0

10

10

28 Tagen .

10

Insulin Glargin
+ 0,010 mg/mi
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml
Polysorbat 20

Lagerung 3 Monate bei 37°C

Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Priafmuster

7 Tagen

14 Tagen

21 Tagen

28 Tagen

Insulin Glargin

5

9

10

10

Insulin Glargin
+ 0,010 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml
Polysorbat 20
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Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml 0 0 0 0
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml 0 0 0 0
Polysorbat 20 V

Lagerung 6 Monate bei 37°C

Anzahl Vials mit Partikelbildung nach

Prifmuster 7-Tagen | 14 Tagen | 21 Tagen | 28 Tagen
Insulin Glargin

10 10 10 10
Insulin Glargin
+ 0,010 mg/mli 0 0 0 0
Polysorbat 20 |
Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml 0 0 1 0
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml 0 0 0 0
Polysorbat 20
Insulin Glargin
+ 0,030 mg/ml 1 1 1 1
Polysorbat 20 . |

Ohne Zusatz von Polysorbat 20 kann in der Lésung bereits nach 7 Tagen.in use
Partikelbildung auftreten. Durch Zusatz von Polysorbat 20 kann die Partikelbildung
wahrend der in use-Periode deutlich zuriickgedrangt werden.
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Die stabilisierende Wirkung des Polysorbat 20 bleibt auch bei Einlagerung bei
erhdhten Temperaturen fiir einen Zeitraum von 3 Monaten bestehen;

Ein Nachlassen der stabilisierenden Wirkung durch mdgliche Hydrolyse des
Polysorbates im sauren Milieu der Lésung kann im Vergleich mit den Daten nach 1
Monat Einlagerung nicht festgestellt werden.

Beispiel 2:  Stabilisierung von Insulin Glargin mit Polysorbat 20 bei physikalisch-
mechanischer Stressbelastung ,

a) Die Losung wird Uber eine Kombination aus 0,2 um und 0,1 pm Filter steril filtriert.

~ Anschliessend wird sie in 10 ml Injektionsflaschchen gefl".'lllt und mit Bérdelkappen mit

15

20

eingelegter Dichtscheibe verschlossen.

b) Eine Vergleichslésung wird identisch hergestellt, jedoch wird in Wasser fir
Injektionszwecke zuerst eine geeignete Menge Tensid (0,010 — 0,030 mg/ml
Polysorbat 20) suspendiert ’

Die Muster werden bei +5°C , 25°C und 37°C fiir einen festgelegten Zeitraum
eihgelagert. Jeweils 5 Muster werden anschliessend einem Schiitteltest unterzogen.
Die Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabelle wiedergegeben, die Grenze 15 FNU
entspricht Tribungen, die im Tageslicht erkennbar sind.

Lagerung 1 Monat bei 5°C = -

Anzahl Vials > 15 FNU

Priufmuster 0 05 |1 2 3 4 6 8 10
Tage | Tage | Tag | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage

Insulin Glargin |0 0 0 2 3 3 4 4 14

Insulin Glargin |0 0 0 0 0 1 3 4 5
+ 0,010 mg/mi
Polysorbat 20
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| Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin.

+ 0,030 mg/mli
Polysorbat 20

Lagerung 1 Monat bei 25°C

Anzahl Vials > 15 FNU

Prifmuster

-| Tage

0,5
Tage

Tag

2 3

Tage | Tage

4
Tage

Tage

Tage

10
Tage

Insulin Glargin

1 1

1

Insulin Glargin
+ 0,010 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,015 mg/ml
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,020 mg/mi
Polysorbat 20

Insulin Glargin
+ 0,030 mg/mi
Polysorbat 20
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Lagerung 1 Monat bei 37°C

Anzahl Vials > 15 FNU

Prifmuster 0 05 |1 2 3 4 6 8 10
Tage | Tage | Tag | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage
Insulin Glargin | 0 0 0 |2 5 5. 5 5 5

Insulin Glargin |0 0 10 0 0 0 0 0 0
+ 0,010 mg/mi
Polysorbat 20 ‘
Insulin Glargin | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,015 mg/mi
Polysorbat 20
Insulin Glargin | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,020 mg/ml
Polysorbat 20 _
Insulin Glargin | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,030 mg/ml
Polysorbat 20

5 Ohne Zusatz von Polysorbat 20 Kann in der Ldsung bereits nach 2 Tagen starker
physikalisch-mechanischer Beanspruchung eine sichtbare Tribung auftreten. Durch
Zusatz von Polysorbat 20 kann die Triibungsbildung wahrend physikalisch-
mechanischer Stressung deutlich verzégert werden.

Die stabilisierende Wirkung des Polysorbat 20 bleibt auch bei Einlagerung bei
10 erhdhten Temperaturen bestehen.

Ein Nachlassen der stabilisierenden Wirkung durch mégliche Hydrolyse des

Polysorbates im sauren Milieu der L6sung kann nicht festgestellt werden.

Beispiel 3:  Vergleich der Stabilisierung der In use-Periode von Insulin glargin mit
15 Polysorbat 20 (Tween® 20) und mit Polysorbat 80 (Tween® 20)
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Jeweils 10 Vials zu 5 ml Insulin glargin-Injektionslésung 6ffnen und
a) Zugabe von 0,001 mg/ml Polysorbat 20
b) Zugabe von 0,01 mg/ml Polysorbat 20
c¢) Zugabe von 0,001 mg/ml Polysorbat 80
d) Zugabe von 0,01 mg/ml Polysorbat 80
in Form einer konzentrierten Stammldsung.
Die Muster werden anschliessend einem in use-Test unterzogen.
Die Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabelle wiedergegeben.
Vials mit Partikelbildung nach
Prafmuster 7 Tagen | 14 Tagen | 21 Tagen | 28 Tagen
Insulin Glargin Ja, J
a,

+ 0,001 mg/ml Partikel

Partikel
Polysorbat 20 nein ja treten

treten

verstarkt
verstarkt auf
auf
Insulin Glargin
+ 0,010 mg/ml nein nein nein nein
Polysorbat 20
Insulin Glargin Ja, J
a,
+ 0,001 mg/ml Partikel
) Partikel

Polysorbat 80 nein ja treten

treten

verstéarkt
verstarkt auf
auf

Insulin Glargin
+ 0,010 mg/ml nein nein nein nein
Polysorbat 80

Ein Zusatz von Polysorbat 20 oder von Polysorbat 80 in einer Konzentration von 0,01

mg/ml sind gleichermafen in der Lage die Losung gegen Partikelbildung wéahrend der

in use-Periode zu stabilisieren.
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Patentanspriiche:

1.

Pharmazeutische Formulierung enthaltend ein Polypeptid ausgewahit éus einer
Gruppe enthaltend Insulin (Rind, Schwein oder Human), ein Insulinanalogon,
ein Insulinderivat, einen aktiven Insulinmetaboliten oder Kombinationen davon;
ein Tensid oder Kombinationen mehrerer Tenside;

optional ein Konservierungsmittel oder Kombinationen mehrerer
Konservierungsmittel; und optional ein Isotonisierungsmittel, Puffer oder weitere
Hilfsstoffe oder Kombinationen davon, :
wobei die pharmazeutische Formulierung eine klare Lésung ist, die einen pH-
Wert im sauren Bereich (pH 1 — 6,8) aufweist.

Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 1, mit einem pH-Wert im
Bereich von pH 3,5 - 6,8.

Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 1, mit einem pH-Wert im
Bereich von pH 3,5 - 4,5.

Pharmazeutische Formulieruhg gemal} einem der Anspriche 1 bis 3, wobei das
Tensid ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend Partial- und Fetts&dureester
und -ether mehrwertiger Alkohole, des Glycerols, Sorbitols und der Saccharose,
Polyole.

Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 4, wobei die Partial- und
Fettsdureester und —ether der mehrwertigen Alkohole, des Glycerols und
Sorbitols ausgewahit werden aus einer Gruppe enthaltend Span®, Tween®

(Polysorbat), Myri®, Brij®, Triton®, Cremophor®.

Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 5, wobei die Partial- und
Fetts&ureester und —ether der mehrwertigen Alkohole, des Glycerols und
Sorbitols ausgewahit werden aus einer Gruppe enthaltend Tween® 20 und

Tween® 80.
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Pharmazeutische Formulierung gemaR Anspruch 4, wobei die Polyole
ausgewahlt werden aus einer Gruppe enthaltend Polypropylenglycole,

Polyethylenglycole, Poloxamere, Pluronics, Tetronics

Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das
Konservierungsmittel ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend Phenol,
Kresol, Chlorkresol, Benzylalkohol, Parabene.

Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8, Wobei das
Isotonisierungsmittel ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend Mannitol,

Sorbitol, Lactose, Dextrose, Trehalose, Natriumchlorid, Glycerol.

Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die
Hilfsstoffe ausgewahlt werden aus einer Gruppe enthaltend Puffersubstanzen
wie z.B. TRIS, Phosphat, Citrat, Acetat, Glycylglycin oder weiterer Stoffe wie
Sauren, Laugen, Salze.

Pharmazeutische Formulierung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei
das Insulinanalogon ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend Gly(A21),
Arg(B31), Arg(B32)-Humaninsulin, Lys(Bé), Glu(B29)-Humaninsulin, Asp(B28)-
Humaninsulin, Lys(B28) Pro(B29)-Humaninsulin, Des(B30)-Humaninsulin.

Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei
das Insulinderivat ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend B29-N-
myristoyl-des(B30) Humaninsulin, B29-N-palmitoyl-des(B30) Humaninsulin,
B29-N-myristoyl Humaninsulin, B29-N-palmitoyl Humaninsulin, B28-N-myristoyl
Lys®?*Pro®?® Humaninsulin, B28-N-palmitoyl-Lys®?®Pro®% Humaninsulin, B30-N-
myristoyl-Thr®?°Lys®*® Humaninsulin, B30-N-palmitoyl- Thr82% yg83
Humaninsulin, B29-N-(N-palmitoyl-Y-glutamyl)-des(B39) Humaninsulin, B29-N-
(N-lithocholyl-Y-glutamyl)-des(B30) Humaninsulin, B29-N-(w-
carboxyheptadecanoyl)-des(B30) Humaninsulin and B29-N-(w-
carboxyheptadecanoyl) Humaninsulin.
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Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der vorigen Anspriiche, bei der
das Insulin, das Insulinanalogon und/oder das Insulinderivat in einer

Konzentration von 60 — 6000 nmol/ml vorliegt.

Pharmazeutische Formulierung gemaR Anspruch 13, wobei das Insulin, das
Insulinanalogon und/oder das Insulinderivat in einer Konzentration von 240 —

3000 nmol/ml vorliegt

Pharmazeutische Formulierung geméR einem der vorigen Anspriiche, bei der

das Tensid in einer Konzentration von 5 - 200 pg/mi vorliegt.

Pharmazeutische Formulierung gemal Anspruch 15, bei der das Tensid in einer

Konzentration von 5 —120 pg/ml vorliegt.

Pharmazeutische Formulierung geméaR Anspruch 16, bei der das Tensid in einer

Konzentration von 20 — 75 pg/ml vorliegt.

Pharmazeutische Formulierung gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 10
— 17, bei der Glycerol und/oder Mannitol in einer Konzentration von 100 — 250

mM vorliegt.

Pharmazeutische Formulierung geméaf Anspruch 18, bei der NaCl in einer

Konzentration von bis zu 150 mM vorliegt

Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der vorigen Anspriiche, bei der

eine Puffersubstanz in einer Konzentration von 5 — 250 mM vorliegt.
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