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(54) Stabile pharmazeutische Zusammensetzungen von 5,10-Methylentetrahydrofolat.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf stabi-
le pharmazeutische Zusammensetzungen von 5,10-Methylen-
(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolat durch die Einstellung
auf einen basischen pH-Wert und die gleichzeitige Verwendung
von Citrat. Die Stabilisierung erfolgt selbst in Abwesenheit ei-
nes Reduktionsmittels. Die vorliegende Erfindung eignet sich
besonders zur Herstellung von Lyophilisationslésungen und Ly-
ophilisaten oder Trockenpulvern und Trockenmischungen, da die
stabilen MTHF Lésungen in hohen Konzentrationen in entspre-
chende Gefasse, wie z.B. Vials, Ampullen etc., abgeftllt werden
kédnnen. Die Lyophilisate sind Gberraschend gut lagerfahig und
stabil. Durch Zugabe von Wasser oder wassrigen Lésungen las-
sen sie sich problemlos rekonstituieren, wobei auch die fertigen
klaren Injektionsldsungen wiederum ausgezeichnete Stabilitats-
eigenschaften aufweisen. Die vorliegende Erfindung ermdglicht
es Uberdies, selbst schwerldsliche Calcium- oder saure Salze
von MTHF in hohen Konzentrationen und als physiologisch ver-
tragliche isotonische Lésungen zuzubereiten.
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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung bezieht sich auf stabile pharmazeutische Zusammensetzungen von 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)-
oder -(6R,S)-tetrahydrofolat.

[0002] Im vorliegenden Text bezieht sich der Begriff 5,10-Methylentetrahydrofolat (abgekurzt MTHF) auf 5,10-Methylente-
trahydrofolsauren und deren Polyglutamate in Form der freien Sauren, in Form von pharmazeutisch vertraglichen Salzen,
im Speziellen von sauren Salzen, sowie auch von Alkali- oder Erdalkalimetall-Salzen. 5,10-Methylentetrahydrofolsauren
und deren Polyglutamate beinhalten sowohl Mischungen von optischen Isomeren, insbesondere 1:1-Mischungen von Dia-
stereoisomeren, sowie die optisch reinen Diastereoisomeren, im Speziellen optisch reine natirliche 5,10-Methylen-(6R)-
tetrahydrofolséure.

[0003] Pharmazeutisch vertragliche Salze kdnnen saure Salze, wie z.B. Sulfat- oder Sulfonat-Salze, sein, vorzugsweise
Sulfat-Salze, oder kdnnen auch Alkali- oder Erdalkalimetall-Salze sein, vorzugsweise Natrium-, Kalium-, Magnesium- oder
Calcium-Salze.

[0004] MTHF ist ein Wirkstoff zur vorzugsweise parenteralen Anwendung in Kombination mit fluorierten Pyrimidinen wie
z.B. 5-Fluoruracil (5-FU), einem weit verbreiteten Zytostatikum fur die Behandlung von festen Tumoren [CoFactor Biokeys
Pharmaceuticals. Seley, K.L. IDrugs 4 (1), 99—101 (2001)]. MTHF ist ein reduziertes Folat und erzielt seine chemothera-
peutische Wirkung zusammen mit dem Basenanalogen 5-FdUMP durch die Hemmung des Enzyms Thymidylat Synthase
(TS), welches die Umwandlung von Desoxyuridylat (dUMP) zu Desoxythymidylat (dTMP), einem zentralen Baustein fur
die DNS-Synthese, katalysiert. Da dieser Schritt die einzige de novo Quelle fir Desoxythymidylat in der Zelle darstellt, ist
die Hemmung dieses Schllsselenzyms durch die Verwendung von fluorierten Pyrimidinbasen, wie z.B. 5-FU oder der 5-
FU Prodrug Capecitabine (Xeloda), ein Hauptansatzpunkt in der Krebstherapie. Die Inaktivierung der TS geschieht durch
die Bildung eines kovalenten inhibitorischen terndren Komplexes zwischen TS, dem Basenanalogen 5-FAUMP, welches
ein Metabolit von 5-FU ist, und MTHF. Eine Verstarkung der zytotoxischen Wirkung von 5-FU kann durch Erhéhung der
intrazellularen Konzentration von MTHF erreicht werden, wobei dabei die Stabilitat des ternaren Komplexes erhéht wird.
Dies bewirkt eine direkte Hemmung der DNS-Synthese und -Reparatur, was schliesslich zum Zelltod und Verzégerung
des Tumorwachstums fiihrt.

[0005] Die pharmazeutische Verwendung von MTHF ist beschrankt durch die dusserst hohe Empfindlichkeit gegenuber
Luftoxidation [Chemical Stability and Human Plasma Pharmacokinetics of Reduced Folates. Odin, E. et al. Cancer Inves-
tigation 16 (7), 447—455 (1998), The Structure of «Active Formaldehyde» (N° N'°-Methylene Tetrahydrofolic Acid) Osborn,
M.J. et al. J. Am. Chem. Soc. 82, 4921-4927 (1960), Folates in foods: Reactivity, stability during processing, and nutritional
implications. Hawkes, J. and Villota, R. Food Sci. Nutr. 28, 439-538 (1989)]. MTHF ist ein Addukt aus Tetrahydrofolsaure
(THF) und Formaldehyd [5,10-Methylene-5,6,7,8-tetrahydrofolate. Conformation of the Tetrahydropyrazine and Imidazoli-
dine Rings. Poe, M. et al. Biochemistry 18 (24), 5527-5530 (1979), Tetrahydrofolic Acid and Formaldehyde. Kallen, R.G.
Methods in Enzymology 18B, 705-716 (1971)]. In wasseriger Losung besteht ein Gleichgewicht zwischen MTHF einerseits
und THF und Formaldehyd andererseits. Zur Stabilisierung von MTHF-L&sungen wurden bisher folgende Ansatze verfolgt:
Rigoroser Ausschluss von Luftsauerstoff durch Verwendung spezieller technischer Vorrichtungen fur die Rekonstitution
von festen Formulierungen und Injektion von MTHF in einer luftfreien Umgebung [Chemical Stability and Human Plasma
Pharmacokinetics of Reduced Folates. Odin, E. et al. Cancer Investigation 16 (7), 447—-455 (1998), Fluid Transfer Systems
US 4 564 054].

Zugabe eines Reduktionsmittels, wie z.B. L(+)-Ascorbinsaure oder deren Salze, reduziertes #-Glutathion, #-Mercapto-
ethanol, Thioglycerin, N-Acetyl-L-Cystein etc. als Oxidationsschutz der empfindlichen MTHF und insbesondere der THF.

[0006] Stabilisierung mittels Cyclodextrin-Einschlussverbindungen EP 0 579 996 (Eprova). Verwendung von hohen Kon-
zentrationen des Wirkstoffs.

[0007] Zur Stabilisierung anderer Tetrahydrofolsdurederivate sind auch die folgenden Methoden bekannt:
Stabilisierung von Lésungen enthaltend 5-Formyltetrahydrofolsédure durch Zugabe von Natriumcitrat, Natriumacetat oder
Natriumchlorid EP 0 755 396 (Pharmachemie). Stabilisierung von Injektionsldsungen enthaltend ein Natrium- oder Kali-
umsalz der 5-Formyltetrahydrofolséure bei einem pH-Wert zwischen 7.5 und 8.5 EP 0 677 159 (SAPEC).

[0008] Stabilisierung von Lésungen enthaltend das Calciumsalz der 5-Formyltetrahydrofolséure durch Zugabe von Natri-
umcitrat US 4 931 441 (Luitpold Pharmaceutical).

[0009] Die Stabilisierung von 5-Formyltetrahydrofolsdure, insbesondere deren Losungen, lasst sich jedoch nicht verglei-
chen mit der Stabilisierung von 5,10-Methylentetrahydrofolsédure-Lésungen. So bewirkt die in einem flinfgliedrigen Ring
eingebundene Methylengruppe in der 5,10-Methylentetrahydrofolsaure, dass im Vergleich zu 5-Formyltetrahydrofolsaure
deutlich andere Substanzeigenschaften auftreten. Dies aussert sich z.B. in einem deutlich anderen Stabilitatsverhalten
und anderen Abbauwegen. Im Gegensatz zu 5-Formyltetrahydrofolsaure steht 5,10-Methylentetrahydrofolsaure in Losung
immer im Gleichgewicht mit Formaldehyd und Tetrahydrofolsaure (THF), welche sich durch eine dusserst hohe Oxidati-
onsempfindlichkeit auszeichnet. 5-Formyltetrahydrofolsdure hingegen zeigt dieses Dissoziationsverhalten nicht und ist in
pharmazeutisch vertraglichen wassrigen Losungen generell sehr stabil, auch ohne Zugabe von Natriumcitrat und Natri-
umhydroxid.

Bis anhin wurden daher noch keine stabilen pharmazeutischen Zusammensetzungen von MTHF beschrieben.
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[0010] Es wurde nun Uberraschend gefunden, dass die Stabilitat von MTHF in wassrigen Lésungen, Suspensionen und
in festen Formen, wie z.B. Pulver oder Lyophilisaten, durch die Einstellung auf einen basischen pH-Wert und die gleich-
zeitige Verwendung von Citrat markant erhéht werden kann. Uberraschenderweise erfolgt diese Stabilisierung selbst in
Abwesenheit eines Reduktionsmittels. So sind selbst ohne Zusatze von Reduktionsmitteln (Antioxidantien) und ohne Aus-
schluss von Luftsauerstoff MTHF-Ldsungen iber Stunden stabil. Dies ist umso Uberraschender, als dass bei Verwendung
von Acetat, Oxalat, Maleat und anderen Saurepartnern anstelle von Citrat keine stabilen Zusammensetzungen von MT-
HF erhalten werden kénnen. Dies auch im Gegensatz zur Situation bei 5-Formyltetrahydrofolsdure, wo mit Acetat ein ver-
gleichbarer Effekt wie mit Citrat erhalten werden kann (EP 0 755 396). Citrat reduziert bei 5-Formyltetrahydrofolséure Lo-
sungen, die Hydrolyse und oxidative Spaltung des Grundgerists und vermindert somit die Bildung von Produkten wie z.B.
p-Aminobenzoylglutaminséure, Pterin- und Tetrahydropterin-Derivaten. Im Gegensatz dazu hemmt Citrat im basischen
pH-Bereich bei MTHF die Abspaltung von Formaldehyd (Hydrolyse) aus dem Molekul. Dies ist ein markanter und tber-
raschender Unterschied im Verhalten dieser beiden Verbindungen, die beide der Substanzklasse der Folate angehéren.
Die vorliegende Erfindung erméglicht es iberdies, selbst schwerlésliche Calcium-oder saure Salze [Eprova Patent Stabi-
le Salze von 5,10-Methylentetrahydrofolséure EP 0 537 492] von MTHF in hohen Konzentrationen und in physiologisch
vertraglichen isotonischen Losungen zuzubereiten.

[0011] Die unerwartete Stabilisierung von MTHF mit Citrat bei basischen pH-Werten beruht auf einer Uberraschenden
synergistischen Wirkung der Citratpufferlésung in diesem pH-Bereich. Die Komplexbildung zwischen Citrat und MTHF
einerseits sowie Citrat und dem Gegenion (Salz) von MTHF andererseits tragt massgeblich zur Stabilisierung der Methy-
lengruppe durch Hemmung der Abspaltung von Formaldehyd (Hydrolyse) aus dem MTHF-Molekil bei. Dadurch wird ver-
hindert, dass die ausserst oxidationsempfindliche THF entsteht und MTHF abgebaut wird.

[0012] Bei den erfindungsgeméassen Zusammensetzungen wird der pH-Wert im Bereich 7.5-10.5, vorzugsweise 8.5-9.5,
eingestellt. Dies geschieht mit Hilfe von Natronlauge, Salzsaure in der MTHF Lésung, welche als Stabilisierungs- und Puf-
fersubstanzen Citronenséaure, Natriumdihydrogencitrat oder tri-Natriumcitrat-Dihydrat enthalten. Ein Zusatz von Redukti-
onsmitteln, wie z.B. L(+)-Ascorbinsaure oder deren Salze, reduziertes #-Glutathion, #-Mercaptoethanol, Thioglycerin, N-
Acetyl-L-Cystein etc. als Oxidationsschutz ist ebenfalls méglich.

[0013] Die erfindungsgeméssen Formulierungen eignen sich auch besonders zur Herstellung von Lyophilisationslésungen
und Lyophilisaten oder Trockenpulvern und Trockenmischungen, da die stabilen MTHF-Lésungen in hohen Konzentratio-
nen in entsprechende Gefasse, wie z.B. Vials, Ampullen etc., abgefillt werden kdnnen. Die Lyophilisate sind iberraschend
gut lagerfahig und stabil. Durch Zugabe von Wasser oder wassrigen Lésungen lassen sie sich problemlos rekonstituieren,
wobei auch die fertigen klaren Injektionslésungen wiederum ausgezeichnete Stabilititseigenschaften aufweisen.

[0014] Bevorzugt werden die beanspruchten Formulierungen parenteral verwendet. Ebenso kénnen aus den Lyophilisaten
aber auch Formulierungen fur die enterale (z. B. oral, sublingual oder rektal) oder topische (z. B. transdermale) Anwendung
hergestellt werden.

[0015] Die Formulierungen werden bevorzugt direkt als wasserbasierende Lésungen oder élbasierende Suspensionen
oder als Lyophilisate verwendet. Zubereitungen flr die parenterale Anwendung beinhalten sterile wassrige und nichtwéss-
rige Injektionslésungen und Suspensionen der aktiven Verbindungen, die vorzugsweise eine isotonische Zusammenset-
zung aufweisen.

Formulierungen kénnen jedoch auch mit einem Trager verabreicht werden. Als Trager kénnen organische oder anorgani-
sche Substanzen verwendet werden, die nicht mit der aktiven Wirksubstanz reagieren, z.B. Wasser, Ol, Benzylalkohol,
Polyethylenglycol, Glycerintriacetat oder andere Fettsaureglyceride, Gelatine, Lecithin, Cyclodextrine, Kohlenhydrate wie
Lactobiose oder Starke, Magnesiumstearat, Talk oder Cellulose. Bevorzugt bei der oralen Anwendung sind Tabletten,
Dragées, Kapseln, Pulver, Sirup, Konzentrate oder Tropfen, fur die rektale Anwendung bevorzugt sind Suppositorien.
Ebenfalls anwendbar sind Suspensionen, Emulsionen oder Implantate und fir die topische Anwendung Pflaster oder
Crémes.

[0016] Die Zubereitungen kénnen Stabilisatoren, Additive fur die kontrollierte Freisetzung der pharmazeutisch aktiven
Verbindungen, Antioxidantien, Puffer, Bakteriostatika und Hilfsstoffe zur Einstellung einer isotonischen Lésung beinhalten.
Wassrige und nichtwéassrige sterile Suspensionen kénnen Suspensionszusatzstoffe und Verdickungsmittel beinhalten.
Die Zubereitung kann als Einfachdosis- oder als Mehrfachdosis-Behélter vorhanden sein, zum Beispiel als verschweisste
Ampullen oder Vials mit Stopfen und Verschlusskappe und kann als gefriergetrocknetes (lyophilisiertes) Produkt gelagert
und bei Bedarf mit steriler Fliissigkeit, zum Beispiel Wasser oder physiologischer Salzlésung fiir den Gebrauch vorbereitet
werden. In derselben Art und Weise kénnen auch steriles Pulver, Granulat oder Tabletten verwendet werden.

[0017] Alle Zubereitungen kénnen zusétzlich eine oder mehrere separat oder synergistisch wirkende aktive Verbindun-
gen enthalten. Im Speziellen sind dies fluorierte Pyrimidinbasen, wie z.B. 5- Fluoruracil (5-FU), Capecitabine (Xeloda),
Tegafur, UFT, Doxifluridine, 2’-Deoxy-5-fluorouridine, verschiedene Zytostatika wie z.B. Gemcitabine (Gemzar), Docetaxel
(Taxotere), Paclitaxel (Taxol), Topotecan (Hycamtin), Irinotecan (CPT-11), Doxorubicin (Rubex), Mitomycin (MTC), Cispla-
tin (CDDP), Cyclophosphamide (CPM), Methotrexate (Amethopterin), Pemetrexed (Alimta), Vincristine (VCR), Cytarabine
(Ara-C), Epirubicin (Ellence), Oxaliplatin (Eloxatin), Tamoxifen (Nolvadex), Carboplatin (CBDCA), Etoposide (Etopophos),
Ifosfamide (Ifex) oder Antioxidantien, wie z.B. Vitamin C, Vitamin E, Glutathion, Thioglycerin, Acetylcystein sowie die bei-
den MTHF-Dissoziationsprodukte Formaldehyd und Tetrahydrofolsaure.
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[0018] Die Zubereitung beinhaltet zwischen 0.001 mg und 10 000 mg MTHF pro Dosis. In der Therapie werden Zuberei-
tungen enthaltend vorzugsweise zwischen 1 mg und 1000 mg MTHF pro Dosis eingesetzt.

[0019] Die Dosierung héngt ab von der Therapieform, von der Anwendungsform der Zubereitung, vom Alter, Gewicht,
Ernahrung und Zustand des Patienten. Die Behandlung kann mit tiefer Dosierung unterhalb der optimalen Menge begon-
nen und bis zur Erreichung des optimalen Effektes gesteigert werden. Bevorzugte Dosierungen in der Therapie bewegen
sich zwischen 1 mg und 1000 mg pro Tag, im Speziellen zwischen 100 mg und 500 mg pro Tag. Die Anwendung kann
entweder als Einmal-Gabe oder als wiederholte Dosierung erfolgen.

[0020] Die Zubereitungen kénnen in allen Folatanwendungsgebieten eingesetzt werden.

[0021] Auf Basis der vorangehenden Beschreibung kann ein Fachmann auf dem Gebiet ohne Weiteres die entscheiden-
den Elemente der Erfindung entnehmen und ohne vom Grundgedanken und vom Umfang der Erfindung abzuweichen,
Anderungen und Erganzungen anbringen und dadurch die Erfindung an unterschiedliche Bediirinisse und Bedingungen
anpassen.

Die gesamte Offenbarung aller Anmeldungen, Patente und Publikationen, die in diesem Text zitiert sind, sind durch Refe-
renz miteingeschlossen. Die folgenden Beispiele kénnen mit &hnlichem Erfolg durchgefiinrt werden durch Ersetzen der
generisch oder spezifisch beschriebenen Produkte und/oder Verfahrensbedingungen dieser Erfindung durch solche, die
in den folgenden Beispielen aufgefiihrt sind. Ebenso sind die folgenden spezifischen Ausfiihrungsformen rein beispielhaft
und in keiner Art und Weise limitierend auf den Rest der Offenbarung zu sehen.

Beispiele zur lllustrierung der Erfindung
Beispiel 1

Lyophilisat enthaltend 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure

[0022] 9900 ml Wasser werden mit Argon gesattigt. Unter Rihren werden 421.9 g Citronenséure darin vollstandig gelost.
232.0 g 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure-Calciumsalz werden zugegeben. Der pH-Wert wird mit Natronlauge auf
8.0 eingestellt, wobei sich die 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure langsam auflést. Danach wird der pH-Wert mit
Natronlauge auf 8.5 eingestellt. Die Losung wird steril filtriert und 5.0 ml pro Vial in 10 ml Glasvials abgefiillt. Danach wird
die Lésung eingefroren und gefriergetrocknet.

[0023] Man erhélt Vials enthaltend 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure.
Beispiel 2

Stabilisierung von 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure (Lyophilisat)

[0024] Nach Beispiel 1 hergestellte Vials zeigen folgende Stabilitdtswerte (Am 1466-A):
Lagerung bei +4°C (% relative Stabilitat)

Dauer 0 3.0 6.0 9.0 120 180 240 36.0
(Monate)

100.0 100.4 99.3 985 99.0 994 98.0

Lagerung bei —15°C (% relative Stabilitat)

Dauer 0 3.0 6.0 9.0 12.0 18.0 24.0 36.0
(Monate)

100.0 99.8 97.9 98.3 98.8 98.8 98.4

Im Vergleich dazu zeigt die unbehandelte Referenzprobe des Calciumsalzes der 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure
folgende Stabilitatswerte (Co 751):
Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat)

Dauer 0 0.5 1.0 1.75 25 4.5 9.2 19.0
(Monate)

100.0 92.3 834 772 719 655 491 43.0
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Beispiel 3

Stabilisierung von 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolséure (L6sungen)

[0025] Nach Beispiel 1 hergestellte Zusammensetzungen zeigen als verdlinnte Lésung in physiologischer Kochsalzlésung
folgende Stabilithtswerte (AC0448):
Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat), ohne Luftausschluss

Dauer 0 0.67 1.33 2.0 2.67 3.33 4.0 32.2
(Stunden)

100.0 97.6 95.1 94.6 93.7 921 89.9 518

Nach Beispiel 1 hergestellte Zusammensetzungen zeigen als verdinnte wéasserige Losung folgende Stabilitatswerte
(AC0447):
Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat), ohne Luftausschluss

Dauer 0 0.67 1.33 2.0 2.67 3.33 4.0 23.2
(Stunden)

100.0 97.7 970 9.6 948 938 933 709

Nach Beispiel 1 hergestellte Zusammensetzungen zeigen als konzentrierte wasserige Lésung folgende Stabilitatswerte
(AC0447):
Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat), ohne Luftausschluss

Dauer 0 2.0 4.0 6.0 12.0 24.0
(Stunden)

100.0 100.2 99.2  98.1 95.9 86.2

Aus dem Stand der Technik kénnen fiir das Calciumsalz der 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolséure in physiologischer
Kochsalzlésung als Vergleich dazu folgende Stabilitatswerte gefunden werden [siehe dazu Chemical Stability and Human
Plasma Pharmacokinetics of Reduced Folates. Odin, E. et al. Cancer Investigation 16 (7), 447-455 (1998)].

Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat)

Dauer 0 4.0 24.0 26.0 48.0
(Stunden)

Mit Luftausschluss 100.0 58.0 38.0 18.0 8.0
Ohne Luftausschluss 100.0 84 12.0 8.0 6.0
Beispiel 4

Tablette enthaltend 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure

[0026] 990 | Wasser werden mit Argon gesattigt. Unter Ruhren werden 42.2 kg Citronenséure darin vollstéandig gelost.
21.4 kg freie Saure der 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure, werden zugegeben. Der pH-Wert wird mit Natronlauge auf
8.0 eingestellt, wobei sich die 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsdure langsam auflést. Danach wird der pH-Wert mit Na-
tronlauge auf 8.5 eingestellt. Die Lésung wird steril filtriert und lyophilisiert. Eine Menge des Lyophilisates enthaltend 1000
g 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure wird mit 4 kg Lactose, 1.2 kg Starke, 0.2 kg Talk und 0.1 kg Magnesiumstearat
so zu Tabletten gepresst, dass jede Tablette 100 mg 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure enthalt.

[0027] Die Tablette kann auch als Filmtablette beschichtet werden.
Beispiel 5

Suppositorien enthaltend 5-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure

[0028] Lyophilisat hergestellt geméss Beispiel 1 enthaltend 500 g 5,10-Methylen-(6R, S)-tetrahydrofolséure wird mit 50 g
Hydroxypropylcellulose und 2 kg semisynthetische Glyceride so zu Suppositorien geschmolzen, dass jedes Suppositorium
500 mg 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure enthalt.
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Beispiel 6

Kombinationspraparat enthaltend u.a. 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsédure und 5-Fluoruracil

[0029] Analog zu den Beispielen 1, 4, 5 und 7 wird ein Kombinationspraparat hergestellt, enthaltend zusétzlich zur fur die
entsprechende Anwendung Ublichen Menge an 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsdure auch die fur diese Anwendung
Ubliche Menge an 5-Fluoruracil.

Beispiel 7

Lyophilisat enthaltend 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolséaure

[0030] 9900 ml Wasser werden mit Argon gesattigt. Unter Ruhren werden 316.5 g Citronensaure darin vollstandig ge-
I6st. 212.5 g 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsdure Sulfat werden zugegeben. Der pH-Wert wird mit Natronlauge auf 8.0
eingestellt, wobei sich das 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure-Sulfat langsam aufldst. Danach wird der pH-Wert mit
Natronlauge auf 8.5 eingestellt. Die Lésung wird steril filtriert und 5.0 ml pro Vial in 10-ml-Glasvials abgefullt. Danach wird
die Lésung eingefroren und gefriergetrocknet.

[0031] Man erhélt Vials enthaltend 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure.
Beispiel 8

Stabilisierung von 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolséure (L6sung)

[0032] Nach Beispiel 7 hergestellte Zusammensetzungen zeigen als konzentrierte wésserige Losung folgende Stabilitats-
werte (Am 1758-2/a):
Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat), ohne Luftausschluss

Dauer 0 0.67 1.33 2.67 4.0 5.33
(Stunden)

100.0 100.2 99.1 99.2 984 977

Aus dem Stand der Technik kdnnen fiir das Calciumsalz der 5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolséure in physiologischer
Kochsalzlésung als Vergleich dazu folgende Stabilitatswerte gefunden werden [siehe dazu Chemical Stability and Human
Plasma Pharmacokinetics of Reduced Folates. Odin, E. et al. Cancer Investigation 16 (7), 447455 (1998)].

Lagerung bei +25°C (% relative Stabilitat)

Dauer 0 4.0 24.0 26.0 48.0
(Stunden)

Mit Luftausschluss 100.0 58.0 38.0 18.0 8.0
Ohne Luftausschluss 100.0 84 12.0 8.0 6.0
Patentanspriiche

1. Stabile pharmazeutische Zusammensetzungen von 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)-oder -(6R,S)-tetrahydrofolat, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolsaure oder ein
pharmazeutisch vertragliches Salz der 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolsdure zusammen mit
Citrat beinhaltet und einen pH-Wert zwischen 7.5 und 10.5, vorzugsweise zwischen 8.5 und 9.5, aufweist.

2. Stabile pharmazeutische Zusammensetzungen nach Anspruch 1 zusammen mit weiteren pharmazeutisch vertragli-
chen Wirk- und Hilfsstoffen.

3. Pharmazeutische Zusammensetzung geméss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Hilfsstoff Formaldehyd
beinhaltet ist.

4. Pharmazeutische Zusammensetzung geméss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als weiterer Wirkstoff ein
weiteres Folat beinhaltet ist.

5.  Pharmazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass als weiteres Folat Tetrahy-
drofolsdure und deren Salze beinhaltet ist.

6. Pharmazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als pharmazeutisch ver-
tragliches Salz der 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolsdure das Calciumsalz oder ein saures Salz
eingesetzt wird.
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Pharmazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als weiterer Wirkstoff ein
Zytostatikum beinhaltet ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als weiterer Wirkstoff ein
fluoriertes Pyrimidinderivat beinhaltet ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung geméass Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass als fluoriertes Pyrimidin-
derivat 5-Fluoruracil oder ein 5-Fluoruracil Prodrug, im Speziellen Capecitabine (Xeloda) beinhaltet ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemass einem der Anspruche 1 bis 9, beinhaltend zusétzlich mindestens ein
Antioxidans oder einen Radikalfanger.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Antioxidans oder Ra-
dikalfanger Vitamin C oder reduziertes Glutathion beinhaltet ist.

Lyophilisat hergestellt aus einer Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 11.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemaéss einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zusammensetzung als Lyophilisationslésung vorliegt.

Verfahren zur Stabilisierung von Zusammensetzungen beinhaltend 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahy-
drofolat, dadurch gekennzeichnet, dass 5,10-Methylen-(6R)-, -(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolsaure mit Citrat versetzt
und auf einen pH-Wert zwischen 7.5 und 10.5, vorzugsweise zwischen 8.5 und 9.5, gebracht wird.

Verwendung von Zusammensetzungen beinhaltend ein pharmazeutisch vertragliches Salz der 5,10-Methylen-(6R)-,
-(6S)- oder -(6R,S)-tetrahydrofolsaure und Citrat bei einem pH-Wert zwischen 7.5 und 10.5, vorzugsweise zwischen
8.5 und 9.5, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung, geeignet zum Einsatz in Kombination mit einem
Zytostatikum bei der Behandlung von festen Tumoren.

Tablette hergestellt aus einer Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 11.
Suppositorium hergestellt aus einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 11.
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