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* "Filgrastim” In: McEvoy, G.K. (ed.): "AHFS Drug | Bemerkungen:
Information 2001", 2001, American Society of Die Akte enthalt technische Angaben, die nach dem
Health System Pharmacists pages 1454-1463, Eingang der Anmeldung eingereicht wurden und die
nicht in dieser Patentschrift enthalten sind.
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Beschreibung

[0001] Gegenstanddervorliegenden Erfindung sind Arzneimittel zur Verwendung in der Behandlung von Krebs, schwe-
rer chronischer Neutropenie (SCN), HIV-Infektion, der Schadigung des Zentralnervensystems oder von Nebenwirkungen
aufgrund zytotoxischer Chemotherapie umfassend eine wassrige Flissigformulierung von G-CSF im wesentlichen be-
stehend aus G-CSF und einem Zuckeralkohol, Polysorbat 80 in einer Konzentration von 0,05-0,06 mg/ml, Acetat in
einer Konzentration von 5-20 mM als Puffersubstanz bei einem pH von 4,15-4,3, und gegebenenfalls Aminosauren
und/oder Glycerin und/oder Kohlenhydrate und/oder Konservierungsmittel, wobei das Acetat in Form seiner Essigsaure
eingesetzt und der pH mit NaOH eingestellt wird.

[0002] Viele derbisherbekannten Arzneiformen fiir Proteinwirkstoffe besitzen Nachteile, beispielweise enthalten einige
Zubereitungen pharmazeutische Zusatz- oder Hilfsstoffe, die aus medizinischer Sicht nicht ohne weiteres als unbedenk-
lich einzustufen sind. Polymere und Proteine besitzen im Hinblick auf ihre Eignung als pharmazeutische Zusatzstoffe
aufgrund ihrer Herkunft und ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften ein gewisses Risikopotential. Proteine
menschlichen oder tierischen Ursprungs sowie aus Zellkulturen gewonnene Proteine tragen ein potentielles Restrisiko
viraler Verunreinigungen. Auch andere, analytisch schwer nachweisbare proteinartige Verunreinigungen kénnen wegen
ihrer antigenen Eigenschaften immunologische Reaktionen beim Menschen hervorrufen. Proteine tierischen Ursprungs
kénnen daruber hinaus generell aufgrund ihrer spezies-spezifischen Eigenschaften immunologische Reaktionen beim
Menschen ausldsen. Auch Langzeitreaktionen nach spaterer Re-Applikation derartiger Proteine sind méglich.

[0003] Der Zusatz von hochmolekularen Verbindungen kann ebenfalls problematisch sein. Polymere sind aufgrund
ihrer groflen Molekilmasse im Kérper akkumulierbar und kénnen somit, falls kein Bioabbau erfolgt, Giber lange Zeit im
Korper verbleiben. Dies ist besonders bei subkutaner Applikation zu befiirchten, da der Abtransport und die Verteilung
durch den Blutstrom gegeniiber intravendser Gabe stark verlangsamt erfolgt. In Abhangigkeit von der Molmasse kénnen
Polymere auch antigene Eigenschaften aufweisen. Auch ist die Reinheit von Polymeren aufgrund der zur Herstellung
verwendeten Katalysatoren oder des Vorhandenseins von Monomeren und anderen Polymer-Bruchstiicken schwierig
zu gewahrleisten. Der Einsatz von Polymeren bei fliissigen pharmazeutischen Darreichungsformen, insbesondere bei
subkutan applizierbaren Arzneiformen ist somit, wenn mdglich, zu vermeiden.

[0004] Aus der Literatur ist ferner bekannt, dass insbesondere nicht glykosilierte Formen von G-CSF gegeniiber
glykosiliertem G-CSF, das aus CHO-Zellen gewonnen wird, aufgrund von Oxidation und/oder Aggregation besonders
instabil sind. Die Stabilisierung von nicht glykosilierten Formen von G-CSF ist deshalb besonders schwierig und bedarf
speziell ausgewahlter MaRnahmen, um dieses Molekdl in einer stabilen Arzneiform zu formulieren.

[0005] DerEinsatz von Tensiden zur Stabilisierung von G-CSF ist grundsatzlich aus medizinischer Sicht zu vermeiden,
da sie lokale Irritationen auslésen kénnen. Ebenso kdnnen Formulierungen mit sehr niedrigem pH-Wert insbesondere
bei subkutaner Anwendung zu lokalen Unvertraglichkeiten beim Patienten fiihren, beispielsweise zu Schmerzen und
lokaler Gewebereizung, da der im Gewebe physiologisch vorliegende Bereich von pH 7,0-7,5 unterschritten wird.
[0006] In der jlngst verdffentlichten internationalen Anmeldung W02005/042024 wird &hnlich wie in der EP 373 679
gelehrt, stabile pharmazeutische Zusammensetzungen von G-CSF zu erhalten, indem die Zusammensetzungen unter
anderem frei von Tensiden gehalten werden und gemaR den in den Beispielen beschriebenen Zubereitungen der ver-
wendete Pufferin einer sehr geringen Konzentration vorliegt. Angaben zur Vertraglichkeit der beschriebenen Arzneimittel
werden nicht gemacht.

[0007] In der europaischen Patentanmeldung EP 1 129 720 werden Zubereitungen von G-CSF mit einem pH-Bereich
von 5 bis 8 beschrieben, wobei Sulfat das G-CSF in der Zusammensetzung stabilisieren soll. Auch hier werden keine
Angaben zur Vertraglichkeit der beschriebenen G-CSF-Zubereitungen gemacht.

[0008] In "Formulation, Characterisation, and Stability of Protein Drugs: Case Histories", Pearlman, Rodney, Wang,
Y. John (Eds.), Seiten 303-328 wird die Zusammensetzung einer kommerziell erhaltlichen G-CSF-Formulierung (Ne-
upogen®) beschrieben.

[0009] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine flissige Arzneiform fir G-CSF zur Verfligung zu stellen, die
die oben beschriebenen Nachteile der bisher bekannten Arzneiformen nicht aufweist. Die pharmazeutische Zubereitung
sollte insbesondere Uber einen langeren Zeitraum stabil und physiologisch gut vertraglich sein. Sie sollte insbesondere
fur den Patienten zur Selbstanwendung geeignet sein, und sich durch die Vermeidung von oftmals mit der Selbstgabe
von Arzneimitteln per Spritze oder Infusion auftretende Schmerzen an der Einstichstelle und unerwiinschte Hautirrita-
tionen auszeichnen.

[0010] Geldst wird diese Aufgabe durch die in den Anspriichen gekennzeichneten und nachfolgend erlduterten Aus-
fuhrungsformen. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung Arzneimittel zur Verwendung in der Behandlung von
Krebs, schwerer chronischer Neutropenie (SCN), HIV-Infektion, der Schadigung des Zentralnervensystems oder von
Nebenwirkungen aufgrund zytotoxischer Chemotherapie umfassend eine wassrige Flissigformulierung von G-CSF im
wesentlichen bestehend aus G-CSF und einem Zuckeralkohol, Polysorbat 80 in einer Konzentration von 0,05-0,06
mg/ml, Acetat in einer Konzentration von 5-20 mM als Puffersubstanz bei einem pH von 4,15-4,3, und gegebenenfalls
Aminoséauren und/oder Glycerin und/oder Kohlenhydrate und/oder Konservierungsmittel, wobei das Acetat in Form
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seiner Essigsaure eingesetzt und der pH mit NaOH eingestellt wird. Auerdem kann die erfindungsgemafe Flissigfor-
mulierung weitere pharmazeutisch ubliche Hilfsstoffe enthalten, bevorzugt ist jedoch die Abwesenheit dieser und/oder
anderer Hilfsstoffe.

[0011] In derinternationalen Anmeldung WO94/14466 werden allgemein lagerstabile wassrige pharmazeutische Zu-
bereitungen von G-CSF beansprucht, die unter Verwendung von verschiedenen Puffersystemen in einem pH-Bereich
von 3,5 bis 5 und 7 bis 8 stabil sein sollen. Allerdings werden nur fliissige G-CSF-Zubereitungen mit Phosphatpuffer auf
ihre Langzeitstabilitat getestet, wahrend einzelne Versuchszubereitungen mit anderen Puffern lediglich nach kurzer
mechanischer Belastung, das heil’t, Turbiditat auch das Auftreten von Triibungen in den Proben untersuchen wurden.
[0012] In Experimenten, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt wurden musste dabei festgestellt
werden, dass die in den Beispielen der W0O94/14466 mit Acetatpuffer angegebenen G-CSF-Ldsungen, insbesondere
die Rezeptur 4 mit 10 mM Acetat und einem pH-Wert von 4,5 nicht die gewiinschte Stabilitét aufweist, da kritische Werte
fur die Anwesenheit von Aggregaten und oxidierten Formen von G-CSF ermittelt wurden. Dementsprechend wurde
zunachst davon ausgegangen, dass wie bereits in der EP 0 373 679 erlautert, ein pH-Wert von Uber 4,0 zur Bildung
von Aggregaten fuhrt, und eine Fllssigformulierung von G-CSF unter Verwendung des ansonsten bevorzugten Acetat-
puffersystems mit einem physiologisch vertraglicheren pH-Wert nicht zu erzielen ist.

[0013] Inderinternationalen Anmeldung WO 2005/039620 wurden G-CSF-Fliissigformulierungen der Zusammenset-
zung 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM Acetatpuffer, 0,004 % (w/v) Tween 80 und 5 % (w/v) D-Sorbit mit einem pH-Wert von
4,0 und 4,2 als Vergleichsformulierungen in Untersuchungen zur Stabilitdt von G-CSF-Formulierungen bei mechani-
schem Stress bzw. nach Einfrieren und Auftauen von G-CSF-Formulierungen mit Succinatpuffer mit einem pH-Wert
von 5,0 und 0,02 % (w/v) Tween 20 gegenibergestellt. Nach diesen Untersuchungen waren die acetatgepufferten G-
CSF-Formulierungen instabiler, so dass es nicht sinnvoll erschien, solche Acetat-gepufferten Zusammensetzungen
weiter zu untersuchen, geschweige denn als Arzneimittel in Betracht zu ziehen.

[0014] Dagegen wurde in Experimenten, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt wurden, tGberra-
schenderweise vorteilhafte Eigenschaften von Acetat-gepufferten G-CSF-Formulierungen mit pH > 4.0 bezuglich Sta-
bilitat bei Lagertemperatur im Kihlschrank und bei 40°C gefunden, das heif3t im Bereich der Kérpertemperatur sowie
unerwartet besonders gute Vertraglichkeit bei Patienten, da gegeniiber handelsiiblichen Arzneimitteln weniger Hautir-
ritationen auftraten."

[0015] Insbesondere wurde gefunden, dass man im Sinne der vorliegenden Erfindung durch Kombination von Essig-
saure bzw. Acetat als Puffersubstanz und einem Tensid wie Polysorbat 80 in jeweils einer bestimmten Konzentration
nebst Anwesenheit eines Zuckeralkohols wie Sorbit und Einstellung des pH-Werts auf etwa 4,2 = 0,15 eine stabile
Flussigformulierung von G-CSF erhalten wird, die den G-CSF-Molekiilen die fiir deren Arzneimitteltauglichkeit erforder-
liche Stabilitat verleiht, gut vertraglich ist und zusatzlich Symptome, die haufig bei Verabreichung des Arzneimittels an
der Einstichstelle zu beobachten sind, fast vollstandig vermeidet. Dies macht die erfindungsgemaflen G-CSF-Flissig-
formulierungen in Fertigspritzen und damit hergerichteten Kits insbesondere fiir den Heimgebrauch geeignet und vor-
teilhaft.

[0016] Die erfindungsgemaRen Flissigformulierungen besitzen ferner den Vorteil, dass sie vorzugsweise frei von
proteinartigen oder polymeren Hilfsstoffen sind, deren Verwendung aus medizinischer Sicht problematisch sein kann.
Wie durch die in den Beispielen erlauterten klinischen Studien gezeigt, besitzen sie ferner den Vorteil, gut vertraglich
und weitgehend schmerzfrei applizierbar zu sein. Die erfindungsgemafle G-CSF Flussigformulierung ist dabei vorzugs-
weise auch im Wesentlichen frei von Aminosduren und/oder zuséatzlichen Proteinen wie Serumalbumin. In einer Aus-
fuhrungsform ist die erfindungsgemafRe G-CSF Flussigformulierung frei von Methionin.

[0017] Vorteilhaft ist ferner, dass sich in den biochemischen Experimenten und klinischen Studien herausgestellt hat,
dass aufgrund der getroffenen Auswahl der Puffersubstanz in einem bestimmten Konzentrationsbereich und die Anwe-
senheit des Zuckeralkohols niedrige Tensidmengen von etwa 0,05 bis 0,06 mg/ml zum einen ausreichend zur Stabili-
sierung von G-CSF sind, und zum anderen keine wesentlichen Hautirritationen oder sonstigen Unvertraglichkeit beim
Patienten hervorrufen. Dies ist vor allem bei solchen fliissigen Arzneiformen von Vorteil, die fir die subkutane Anwendung
von G-CSF bestimmt sind. Auerdem werden durch die erfindungsgemaen MalRnahmen insbesondere die labilen,
unglykosilierten G-CSF-Molekiile fir pharmazeutische Zubereitungen ausreichend stabilisiert. Durch die gezielt getrof-
fene Auswahl der Hilfsstoffe werden insgesamt sehr gut vertragliche G-CSF-haltige flissige Arzneiformen zur Verfligung
gestellt, die bezlglich der Proteinstabilitét qualitativ hochwertige Zubereitungen darstellen, und insbesondere als fertige
Injektions- oder Infusionslésungen geeignet sind.

[0018] In den erfindungsgemaRen Flussigformulierungen werden Tensidmengen von etwa 0,05 bis 0,06 mg/ml ver-
wendet, besonders bevorzugt etwa 0,06 mg/ml. Das verwendete Tensid ist Polysorbat 80, auch bekannt als Tween 800©.
[0019] Die erfindungsgemaflen G-CSF-haltigen Arzneiformen enthalten den Wirkstoff in einer zur Erzielung eines
therapeutischen Effektes ausreichenden Menge. In der Regel werden Wirkstoffkonzentrationen von 0,01-5 mg/ml ver-
wendet, vorzugsweise 0,1-1 mg/ml, 0,3 bis 0,8 mg/ml und besonders bevorzugt eine Konzentration von etwa 0,6 mg/ml.
Dabei haben sich insbesondere bei der subkutanen Applikation Dosisstarken von 0,3 mg/0,5 ml und 0,48 mg /0,8 ml
als besonders bevorzugt herausgestellt.
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[0020] Erfindungsgemal wird als Puffersubstanz Essigsdure eingesetzt. Bei der Herstellung der erfindungsgemafien
Flussigformulierung wird die Puffersubstanz in Form ihrer freien Sdure vorgegeben. Der gewiinschte pH-Wertder Ldsung
wird durch Zugabe von Basen, wie beispielsweise von Alkalihydroxiden, Erdalkalihydroxiden oder Ammoniumhydroxid
eingestellt. Vorzugsweise wird hierzu Natriumhydroxid verwendet.

[0021] Die Konzentrationen der Puffersubstanz Essigsaure in der fertig applizierbaren flissigen Arzneiform betragt
etwa 5-20 mMol/l; der Einfachheit halber wird nachfolgend Bezug genommen auf die Anionen- Konzentrationen dieser
Saure, also Acetat, wobei auch nicht dissoziierte Essigsaure von dem Begriff Acetat umfasst werden soll. Bevorzugt
werden folgende Pufferkonzentrationen und pH-Werte verwendet: 7,5-15 mMol, besonders bevorzugt 10 mMol Acetat
und pH 4,15 bis 4,3; und insbesondere pH 4,2.

[0022] Dasinden erfindungsgemaRen Flissigformulierungen verwendete G-CSF bezieht sich prinzipiell auf alle durch
rekombinante Verfahren hergestellte G-CSF-Molekile und deren Varianten. Der Begriff G-CSF oder G-CSF-Variante
gemal vorliegender Erfindung beinhaltet alle natiirlich vorkommenden Varianten von G-CSF, sowie davon abgeleitete
durch rekombinante DNA-Technologie modifizierten G-CSF-Proteine, insbesondere Fusionsproteine, die neben dem
G-CSF-Anteil noch andere Proteinsequenzen enthalten. Besonders bevorzugt ist in diesem Sinne ein G-CSF-Mutein
mit einem N-terminalen Met-Rest an Position -1, das durch die Expression in prokaryontischen Zellen entsteht. Ebenso
geeignet ist eine rekombinante methioninfreie G-CSF-Variante, die gemal der W091/11520 hergestellt werden kann.
Unter dem Begriff "G-CSF-Variante" werden solche G-CSF-Moleklle verstanden, bei denen eine oder mehrere Amino-
sauren deletiert oder durch andere Aminosduren ersetzt sein kdnnen, wobei die wesentlichen Eigenschaften von G-
CSF weitgehend erhalten bleiben. Geeignete G-CSF-Muteine sind beispielsweise in EP 0 456 200 beschrieben. Be-
sonders bevorzugt ist das in den erfindungsgemafen Flissigformulierungen vorliegende G-CSF nicht glykosiliert.
[0023] Zur Herstellung gut vertraglicher parenteraler Arzneiformen ist der Zusatz von isotonisierenden Hilfsstoffen
zweckmafig, wenn nicht durch die osmotischen Eigenschaften des Wirkstoffes und der zur Stabilisierung eingesetzten
Hilfsstoffe bereits Isotonie erreicht werden kann. Dazu werden vor allem nicht-ionisierte, gut vertragliche Hilfsstoffe, wie
z. B. Mannit, Glycerin oder andere Zuckeralkohole eingesetzt. Im Falle von G-CSF wird vorzugsweise Sorbit eingesetzt,
das besonders vorteilhaft fur die Vertraglichkeit der erfindungsgemaRen Flissigformulierungen ist. Vorzugsweise liegt
der Zuckeralkohol in der Flissigformulierung in einer Konzentration von etwa 2,5 bis 7,5% (w/v) vor, besonders bevorzugt
in einer Konzentration von etwa 5% (w/v).

[0024] DerZusatz von Salzenist zur Einstellung der Isotonie nicht vorteilhaft, da hohe Salz- oder lonenkonzentrationen
die Aggregatbildung von G-CSF férdern. Vorteilhaft werden deshalb Salze in geringer Menge zugesetzt. Die Pufferkon-
zentrationen sind so bemessen, dass der pHstabilisierende Effekt zwar erreicht, die lonenstarke jedoch so gering als
moglich gehalten wird. Die Pufferkonzentrationen liegen vorzugsweise im Bereich von bis zu 20 mMol, insbesondere
weniger als 15 mMol.

[0025] AuBerdem kénnen die fertig applizierbaren Injektionsldsungen weitere ibliche Hilfs- oder Zusatzstoffe enthal-
ten. Es kdnnen Antioxidantien, wie beispielsweise Glutathion, Ascorbinsdure oder ahnliche Substanzen, chaotrope
Hilfsstoffe, wie beispielsweise Harnstoff oder Aminosduren, wie beispielsweise Methionin, Arginin, Lysin, Ornithin, u. a.
zugesetzt werden.

[0026] In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die erfindungsgemafie wassrige Flissigformulierung von
G-CSF als Injektions- oder Infusionsldésung hergerichtet und besteht im Wesentlichen aus humanem, nicht-glykolisiertem
methionyl-G-CSF in einer Konzentration von etwa 0,6 mg/ml und Sorbitol in einer Konzentration von etwa 5% (w/v),
Polysorbat 80 in einer Konzentration von etwa 0,06 mg/ml, und Acetat in einer Konzentration von etwa 10 mM als
Puffersubstanz bei einem pH von etwa 4,2.

[0027] Ansonsten kdnnen die erfindungsgemafen Flussigformulierungen von G-CSF bei gleicher Dosisstarke ent-
sprechend den Gebrauchsinformationen fiir Neupogen© verwendet werden, insbesondere bezlglich Dosierung, Ver-
abreichung, und medizinischer Indikation da in erfindungsgemégen Flissigformulierungen vorzugsweise ebenfalls hoch-
gereinigtes, nichtglykosiliertes G-CSF-Protein wie Filgrastim verwendet wird, das in einem Laborstamm von E. coli K12
hergestellt wird.

[0028] Die erfindungsgeméafien Flussigformulierungen werden als Arzneimittel zur Behandlung von Krankheiten ein-
gesetzt, fir die bekannt ist, dass sie durch Verabreichung von G-CSF behandelbar sind, wie Krebs, Nebenwirkungen
aufgrund zytotoxischer Chemotherapie, begleitende Therapie von Krankheiten, in der eine periphere Blutvorlauferzell-
Mobilisierung vonnéten ist, schwere chronische Neutropenie (SCN), HIV-Infektion und andere. Dementsprechend betrifft
die vorliegende Erfindung Arzneimittel umfassend eine der vorstehend beschriebenen G-CSF-Flissigformulierungen.
[0029] In einer Ausflihrungsform ist die erfindungsgemale G-CSF-Zusammensetzung zur Herstellung eines Arznei-
mittels vorgesehen, zur Behandlung neurologischer Indikationen wie Schadigung des Zentralnervensystems nach bei-
spielsweise akutem Schlaganfall, bei denen bei frihzeitiger Gabe, beispielsweise als Bolus, schwere sekundare Scha-
digungen gemildert oder vermieden werden kdnnen. Ansonsten sind die Flissigformulierungen der vorliegenden Erfin-
dung als Arzneimittel vorzugsweise zur subkutanen oder intravendsen Verabreichung vorgesehen, beispielsweise durch
Injektion mit vorgefiillten Spritzen oder durch Infusion, wenn eine langere kontinuierliche Gabe von G-CSF wiinschens-
wert ist.
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[0030] Wie bereits vorstehend erlautert, ist die erfindungsgemafie Flissigformulierung von G-CSF lber einen langen
Zeitraum stabil und kann grundsatzlich in jedem geeigneten Gefal aufbewahrt werden. Dementsprechend betrifft die
vorliegende Erfindung auch ein GefaR, enthaltend eine der vorstehend oder in den Beispielen beschriebene erfindungs-
gemale Flussigformulierung von G-CSF. Vorzugsweise ist mindestens eine Oberfliche des Gefalles, die in Kontakt
mit der Flussigformulierung ist, mit einem Material bestehend aus Silikon oder Polytetrafluorethylen bzw. Ethylen-Te-
trafluorethylen (ETFE) beschichtet. Typischerweise handelt es sich bei dem Gefal um Behalter die ublicherweise fir
die Aufbewahrung und/oder Verabreichung von Flissigarzneimittel bestimmt sind wie Vial, Spritze, Ampulle, Karpule
oder Infusionsbehalter, wobei die erfindungsgemale Flissigformulierung von G-CSF insbesondere vorteilhaft fur die
Verwendung in Fertigspritzen und Ampullen ist. In einer bevorzugten Ausflihrungsform liegt die Flissigformulierung in
der Spritze oder Ampulle beziglich der Konzentration von G-CSF in einer Konzentration von 0,3 mg in 0,5 ml oder 0,48
mg in 0,8 ml vor.

[0031] Da der erfindungsgemafen Flissigformulierung von G-CSF vorteilhafterweise keine weiteren Hilfsstoffe vor
deren Verabreichung zugesetzt werden, oder andere vorbereitende Malnahmen ergriffen werden miissen wie Filtrieren,
Mischen, etc. kann das erfindungsgemafRe G-CSF-Flussigarzneimittel unmittelbar zur dessen Verabreichung hergerich-
tet werden, beispielsweise in einem Kit.

[0032] In eine fir den Arzt, Apotheker und insbesondere Patienten besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform betrifft
die vorliegende Erfindung daher auch ein Kit zur parenteralen Verabreichung von G-CSF umfassend ein oder mehrere
der vorstehend beschriebenen GefaRe vorzugsweise nebst Anweisungen zur Lagerung und/oder Verabreichung. Ubli-
cherweise wird die Verabreichung von G-CSF mit einer Dosis von 5-30 p.g/kg Kérpergewicht vorgesehen sein, wobei
allerdings je nach medizinischer Indikation und Stadium der Krankheit auch niedrigere oder héhere Dosen angezeigt
sein kénnen.

[0033] In dem erfindungsgemaRen Kit sind vorzugsweise 5 Spritzen oder Ampullen vorgesehen, ggf. aber auch mehr
wie jeweils 7, beispielweise wenn die tagliche Verabreichung tber eine Woche vorgesehen ist.

[0034] Zursicheren Handhabung verfligt das erfindungsgemafie Kit vorteilhafterweise iber Sicherheitskompartimente
fur Spritzen, beziehungsweise fir Injektions- und/oder Infusionskanulen. Hierbei kommen auch Abwurfhilfen fur die
Kanulen und vorbereitete wie vorgesteckte Verschlusskappen in Betracht.

[0035] Wie in den Beispielen beschrieben sind die erfindungsgemaRen G-CSF-Flissigformulierungen insbesondere
bei ca. 5°C Uber einen langeren Zeitraum stabil, vorzugsweise mindestens 4 Wochen. Daher lassen sich die erfindungs-
gemalen Flussigformulierungen, GefalRe und Kits vorteilhafterweise im normalen Kiihlschrank lagern.

[0036] Techniken zur Ausfiihrung der Erfindung sind dem Fachmann bekannt und in der einschlagigen Literatur be-
schrieben, siehe beispielsweise Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and
Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and
C. C. Blackwell, eds., 1986).

Beispiel

[0037] Im folgenden wird die Erfindung anhand von einem bevorzugten Ausflihrungsbeispiel ndher beschrieben, ohne
jedoch den Gegenstand der vorliegenden Erfindung einzuschranken.

Beispiel 1: Herstellung der fliissigen G-CSF Formulierungen

[0038] Die in den Beispielen verwendeten Losungen von G-CSF wurden hergestellt, indem die beschriebenen Hilfs-
stoffe in Wasser fir Injektionszwecke gelést wurden, G-CSF in der angegebenen Menge zugesetzt wurde und, falls
notwendig, der pH-Wert mit einer kleinen Menge Pufferkomponente genau auf den Sollwert eingestellt wurde.

[0039] Bei der Herstellung der erfindungsgeméfRen G-CSF-Formulierung ist darauf zu achten, dass zur Einstellung
des Acetatpuffers zunachst Essigsaure vorgelegt wird und der pH-Wert mit einer NaOH-Ldsung eingestellt wird, da sich
in Vorexperimenten herausgestellt hat, dass bei Verwendung von Natriumacetat und nachfolgender Einstellung der pH-
Werte mit HCI es zu Proteinaggregationen kommen kann, womdéglich aufgrund einer erhéhten lonenkonzentration.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 2 076 243 B9

Tabelle 1: pH-Werte in Flissigformulierungen mit einer Dosisstarke von 30 MIU, 0,6 mg/ml, 0,5 ml/Ampulle wahrend
der Lagerung fuir 4 Wochen bei +40°C und +5°C.

. Bezeichnung der Anfir;gozwert 1.V\l/)(;?he . V\é(;?he ‘ V\l/)(;?he nghe

Notierung Zusammensetzung +40°C +40°C +40°C +5°IC
pH pH pH pH pH

| ;2:;':/' (E(S)Zif;é;ﬁ;zg:;é: ;82% 4.05 4.08 4.10 4.12 4.07
lla ;Z:EI':/' ;;;E;é;:)el;/i’z;jgg% 4.23 4.24 4.24 4.25 4.23
lib ;me %_Sos(i)‘f;z”;iiy"sgr‘;i 85(;% 4.33 4.35 4.34 4.36 4.33
lic ;g:;':/' E_;Zif;)é;;elgz;;g% 4.43 4.45 4.43 4.47 4.43
lla ;g:;':/' ggzig;égﬁ;s(i;;g% 4.24 4.24 4.24 4.27 4.23
llib ;g:;':/' 53?3;?;3;533 :(;% 4.34 4.34 4.35 4.37 4.33
llic ;Zr:;)'?f %.Sosci)%izu;iiypsgrii 85(;% 4.43 4.45 4.43 4.47 443
IVa ;Zr:;)'?f %_Sos(i)%iz”;iiypsgr‘;i 85(;% 4.21 4.24 4.22 4.25 4.21
IVb ;Zr:;)'?f %_Sos(i)%iz”;iiypsgr‘;i 85(;% 4.33 4.33 4.34 4.36 4.31
Ve (1)_()0”‘02/';3:;?;1‘:;::23'4;5%S°rb“; 4.43 4.45 443 4.45 4.41

[0040] Die Lésungen werden dann durch geeignete sterilisierte Membranfilter von 0,2 m Porenweite filtriert und in
sterilisierte Injektionsflaschlein aus Glas der hydrolytischen Klasse 1 abgefillt und mit sterilen, teflonisierten Gummi-
stopfen verschlossen. Die Abfiillung erfolgt vorzugsweise unter Stickstoffoegasung.

Beispiel 2: Biochemische Stabilitédt der erfindungsgemiBen G-CSF Formulierungen

[0041] Die Versuchszubereitungen von G-CSF werden in verschlossenen und verbérdelten Flaschen unter Lichtaus-
schluss bei definierten Lagertemperaturen gelagert und danach auf Proteinreinheit sowie das Auftreten von oxidierten
Formen, Aggregaten und Dimeren hin unter Verwendung von Standardtechniken untersucht wie UV-Spektroskopie,
reversed-phase-HPLC auf C4 und C18 stationarer Phase, oder size exclusion Chromatographie (SEC HPLC), Isoelek-
trofokussierung, SDS-PAGE unter Thiol-reduzierenden und Thiol-nichtreduzierenden Bedingungen mit anschlieender
Silberfarbung und Western Immunoblot-Analysen; siehe zu den Techniken beispielsweise die Ausfiihrungsbeispiele der
W094/14466.

[0042] Diein der Tabelle 1 von Beispiel 1 angegebenen Flissigformulierungen von G-CSF wurden auf ihre Langzeit-
stabilitdt wie angegeben getestet. Flr die Formulierungen miteinem Tensidgehalt von > 0,006% wird beispielhaft lediglich
die mit 0,008% angegeben, da Formulierungen mit hdherem Tensidgehalt eine noch wesentlich schlechtere Langzeit-
stabilitat als diese aufwiesen. Bei Experimenten zur biochemischen Stabilitdt von G-CSF in den Versuchszusammen-
setzungen stellte sich heraus, dass bei Einsatz von héheren Tensidkonzentrationen bis herunter zu einem Gehalt von
einschliel3lich 0,008% in groRer Menge die Akkumulierung der oxidierten Form von G-CSF zu beobachten war. Daher
wurde in den Experimenten, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt wurden, entgegen der Lehre in
der internationalen Anmeldung WO94/14466 festgestellt, dass selbst geringere Tensidkonzentration, in jedem Falle
aber hohe Tensidkonzentration negative Auswirkungen auf das Oxidationsprofil von G-CSF in Lésung hat.
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[0043] Fernerwurde festgestellt, dass sich die in Tabelle 1 angegebenen erfindungsgeméaien G-CSF-Formulierungen
dadurch auszeichnen, dass der relative Gehalt an oxidierten Spezies unter 1 % liegt, wahrend dieser Schwellenwert
bei den Kontrollproben mit einem Tensidgehalt von 0,008% und mehr iberschritten wurde und solche Lésungen daher
nicht als Arzneimittel in Betracht kommen.

[0044] Weitergehende Untersuchungen zur biochemischen Stabilitadt von G-CSF in den Versuchszusammensetzun-
gen ergaben, dass die erfindungsgemafen Formulierungen sowohl die Aggregation als auch die Oxidation von G-CSF
wesentlich verhindern kdnnen, ohne dass es eines weiteren Zusatzes von Hilfsstoffen wie Aminosauren und/oder An-
tioxidanzien bedarf.

Beispiel 3: Vertraglichkeit der G-CSF Formulierungen

[0045] Eine der erfindungsgemaRen Flissigformulierungen wurde in drei klinischen Studien der Phase Ill an Kreb-
spatienten getestet, wobei unter anderem die Reaktionen der Patienten an der Einstichstelle untersucht wurden. Hierbei
wurden Schwellungen, Rétungen, Hautblutungen, Druckempfindlichkeit und andere Symptome an der Einstichstelle
untersucht. Fur die klinischen Studien wurde die erfindungsgemafie G-CSF-Formulierung entsprechend den Angaben
zur Versuchszubereitung lla (XM02) in Tabelle 1 ausgewahlt und mit einer Dosierung von 5 pg/kg Kérpergewicht pro
Tag verarbeitet

[0046] Beidiesen Untersuchungen stellte sich erfreulicherweise heraus, dass bei einer Gesamtzahl von 356 Patienten
lediglich ein Patient unerwiinschte Reaktionen berichtete, das heilit, in lediglich 0,3% der Falle. In Kontrollexperimenten
mit der auf dem Markt erhaltlichen G-CSF-Formulierung von Neupogen®© konnte gezeigt werden, dass die erfindungs-
gemale G-CSF-Formulierung eine um den Faktor 4 bessere Vertraglichkeit beziglich der Nebenreaktion an der Ein-
stichstelle bei Patienten aufweist. Diese Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 2: Haufigkeit von Reaktionen an der Einstichstelle in drei klinischen Phase IlI-Studien. Auswertung des ersten
Zyklus der Chemotherapie von Brustkrebs, Non-Hodgkin-Lymphom und Lungenkrebs

Medikation pH Gesamtzahl Positive % Positive
XMO02 4,2 356 1 0,3
Neupogen 4.0 249 3 1,2
Placebo 7,0 72 0 0,0

[0047] Aus den vorstehenden Untersuchungen ergibt sich, dass durch Kombination von Essigsaure bzw. Acetat als
Puffersubstanz und einem Tensid wie Polysorbat 80 in jeweils einer bestimmten Konzentration nebst Anwesenheit eines
Zuckeralkohols wie Sorbit und Einstellung des pH-Werts auf etwa 4,2 = 0,15 eine stabile Flussigformulierung von G-
CSF erhalten wird, die den G-CSF-Molekilen die fiir deren Arzneimitteltauglichkeit erforderliche Stabilitat verleiht, gut
vertraglich ist und zusétzliche Symptome, die bei Verabreichung des Arzneimittels an der Einstichstelle zu beobachten
sind, fast vollstdndig vermeidet. Dies macht die erfindungsgeméaRen G-CSF-Flissigformulierungen bzw. daraus herge-
richtete Kits insbesondere fiir den Heimgebrauch geeignet und vorteilhaft.

Patentanspriiche

1. Arzneimittel zur Verwendung in der Behandlung von Krebs, schwerer chronischer Neutropenie (SCN), HIV-Infektion,
der Schadigung des Zentralnervensystems oder von Nebenwirkungen aufgrund zytotoxischer Chemotherapie um-
fassend eine wassrige Fllussigformulierung von G-CSF im wesentlichen bestehend aus G-CSF und einem Zucke-
ralkohol, Polysorbat 80 in einer Konzentration von 0,05-0,06 mg/ml, Acetat in einer Konzentration von 5-20 mM als
Puffersubstanz bei einem pH von 4,15-4,3, und gegebenenfalls Aminosauren und/oder Glycerin und/oder Kohlen-
hydrate und/oder Konservierungsmittel, wobei das Acetat in Form seiner Essigsaure eingesetzt und der pH mit
NaOH eingestellt wird.

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, wobei das G-CSF nicht glykosiliert ist.
3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, wobei das G-CSF in einer Konzentration von 0,6 mg/ml vorliegt.

4. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Zuckeralkohol Sorbit ist.
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5. Arzneimittel nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei der Zuckeralkohol in einer Konzentration von 5% (w/v) vorliegt.

6. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Acetat in einer Konzentration von 10 mM vorliegt.

7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 6, die im Wesentlichen frei von Aminosauren und/oder zusatzlichem
Protein ist.

8. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, die eine Injektions- oder Infusionslésung ist.

9. Arzneimittel nach Anspruch 1 als Injektions- oder Infusionsldsung, wobei das G-CSF humanes, nicht glykolisiertes
Methionyl-G-CSF ist und in einer Konzentration von 0,6 mg/ml vorliegt, der Zuckeralkohol Sorbitol ist und in einer
Konzentration von 5 % (w/v) vorliegt, das Tensid Polysorbat 80 ist und Acetat als Puffersubstanz in einer Konzen-
tration von 10 mM vorliegt.

10. Gefal zur Verabreichung von Flissigarzneimitteln, enthaltend eine Arzneiflissigformulierung nach einem der An-
spriiche 1 bis 9.

11. Gefall nach Anspruch 10, wobei mindestens eine Oberflache des Gefales, die in Kontakt mit der Flissigformulierung
ist, miteinem Material bestehend aus Silikon oder Polytetrafluorethylen oder einem Ethylen-Tetrafluorethylen (ETFE)
Copolymer beschichtet ist.

12. Gefall nach Anspruch 10 oder 11, das eine Spritze, Ampulle, Karpule oder Infusionsbehélter ist.

13. Spritze oder Ampulle nach Anspruch 12, wobei die Flissigformulierung bezuglich der Konzentration von G-CSF in
einer Konzentration von 0,3 mg in 0,5 ml oder 0,48 mg in 0,8 ml vorliegt.

14. Kit zur parenteralen Verabreichung von G-CSF umfassend ein Gefall nach einem der Anspriiche 10 bis 13 und
Anweisungen zur Lagerung und/oder Verabreichung.

15. Kit nach Anspruch 14, wobei die Verabreichung von G-CSF mit einer Dosis von 5-30 pg/kg Kérpergewicht vorge-
sehen ist.

16. Kit nach Anspruch 14 oder 15, wobei in dem Kit 5 Spritzen oder Ampullen vorgesehen sind.

17. Kit nach einem der Anspriiche 14 bis 16, das Uber Sicherheitskompartimente flr Spritzen, beziehungsweise Injek-
tions- und/oder Infusionskantlen verfugt.

18. Kit nach einem der Anspriiche 14 bis 17, wobei die Lagerung bei 5°C vorgesehen ist.

Claims

1. Medicament for the use in the treatment of cancer, severe chronic neutropenia (SCN), HIV infection, damage of the
central nervous system or of adverse side effects owing to cytotoxic chemotherapy comprising an aqueous liquid
formulation of G-CSF substantially consisting of G-CSF and a sugar alcohol, polysorbate 80 at a concentration of
0.05-0.06 mg/ml, acetate at a concentration of 5-20 mM as a buffer substance at pH of 4.15-4.3, and optionally
amino acids and/or glycerol and/or carbohydrates and/or preservatives, wherein acetate is added in the form of its
acetic acid and the pH is adjusted with NaOH.

2. Medicament according to claim 1, wherein the G-CSF is non-glycosylated.

3. Medicament according to claim 1 or 2, wherein the G-CSF is present at a concentration of 0.6 mg/ml.

4. Medicament according to any one of claims 1 to 3, wherein the sugar alcohol is sorbitol.

5. Medicamentaccording to any one of claims 1to 4, wherein the sugar alcohol is present at a concentration of 5% (w/v).

6. Medicament according to any one of claims 1 to 5, wherein the acetate is present at a concentration of 10 mM.
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Medicament according to any one of claims 1 to 6 which is substantially free of amino acids and/or additional protein.
Medicament according to any one of claims 1 to 7 which is an injection or infusion solution.
Medicament according to claim 1 as injection or infusion solution, wherein the G-CSF is human, non-glycosylated
methionyl-G-CSF and is present at a concentration of 0.6 mg/ml, sugar alcohol is sorbitol and is present at a
concentration of 5 % (w/v), surfactantis polysorbate 80 and acetate is present as buffer substance at a concentration

of 10 mM.

Receptacle for the administration of liquid medicaments, comprising a liquid medicament formulation according to
any one of claims 1 to 9.

Receptacle according to claim 10, wherein at least one surface of said receptacle, which is in contact with the liquid
formulation, is coated with a material consisting of silicone or polytetrafluoroethylene or an ethylene-tetrafluoroeth-
ylene (ETFE) copolymer.

Receptacle according to claim 10 or 11 which is a syringe, an ampoule, a carpule or an infusion container.

Syringe or ampoule according to claim 12, wherein the liquid formulation is present, relating to the concentration of
G-CSF, at a concentration of 0.3 mg in 0.5 ml or 0.48 mg in 0.8 ml.

Kit for the parenteral administration of G-CSF, comprising a receptacle according to any one of claims 10 to 13 as
well as instructions for storage and/or administration.

Kit according to claim 14, wherein the administration of G-CSF is provided at a dosage of 5-30 p.g/kg body weight.
Kit according to claim 14 or 15, wherein 5 syringes or ampoules are provided in said kit.

Kit according to any one of claims 14 to 16, wherein safety compartments for syringes or injection and/or infusion
needles are provided.

Kit according to any one of claims 14 to 17, wherein storage is intended at 5°C.

Revendications

Médicament pour utilisation dans le traitement du cancer, de la neutropénie sévere chronique (SCN), d’'une infection
par le VIH, de I'atteinte du systéme nerveux central ou d’effets secondaires issus d’'une chimiothérapie cytotoxique,
comprenant une formulation liquide aqueuse de G-CSF essentiellement constituée de G-CSF et d’un sucre-alcool,
de polysorbate 80 a une concentration de 0,05 a 0,06 mg/ml, d’acétate a une concentration de 5 a 20 mM en tant
que substance tampon a un pHde 4,15 a 4,3, et éventuellement d’acides aminés et/ou de glycérine et/ou d’hydrates
de carbone et/ou de conservateurs, dans laquelle 'acétate est sous forme d’acide acétique et le pH est réglé avec
NaOH.

Médicament selon la revendication 1, dans lequel le G-CSF n’est pas glycosylé.
Médicament selon la revendication 1 ou 2, dans lequel le G-CSF est présent a une concentration de 0,6 mg/ml.
Médicament selon 'une des revendications 1 a 3, dans lequel le sucre-alcool est le sorbitol.

Médicament selon I'une des revendications 1 a 4, dans lequel le sucre-alcool est présent a une concentration de 5
% (p/v).

Médicament selon I'une des revendications 1 a 5, dans lequel I'acétate est présent a une concentration de 10 mM.

Médicament selon I'une des revendications 1 a 6, qui est essentiellement exempt d’acides aminés et/ou de protéine
additionnelle.

10
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Médicament selon I'une des revendications 1 a 7, qui est une solution pour injection ou perfusion.
Médicament selon la revendication 1 en tant que solution pour injection ou perfusion, dans lequel le G-CSF est du
G-CSF humain méthionylé, non glycosylé et est présent a une concentration de 0,6 mg/ml, le sucre-alcool est le
sorbitol et est présent a une concentration de 5 % (p/v), le tensioactif est le polysorbate 80 et I'acétate est présent

en tant que substance tampon a une concentration de 10 mM.

Récipient pour I'administration de médicaments liquides, contenant une formulation liquide de médicament selon
'une des revendications 1 a 9.

Récipient selon la revendication 10, dans lequel au moins une surface du récipient, qui est en contact avec la
formulation liquide, est enduite d’'un matériau constitué de silicone ou de polytétrafluoroéthyléne ou d’un copolymere

d’éthylene-tétrafluoroéthyléne (ETFE).

Récipient selon la revendication 10 ou 11, qui est une seringue, une ampoule, une carpule ou un récipient pour
perfusion.

Seringue ou ampoule selon la revendication 12, dans laquelle la formulation liquide présente une concentration en
G-CSF de 0,3 mg dans 0,5 ml ou de 0,48 mg dans 0,8 ml.

Kit pour 'administration par voie parentérale de G-CSF comprenant un récipient selon I'une des revendications 10
a 13 et des instructions pour le stockage et/ou I'administration.

Kit selon la revendication 14, dans lequel 'administration de G-CSF est prévue a une dose de 5 a 30 p.g/kg de poids
corporel.

Kit selon la revendication 14 ou 15, dans lequel 5 seringues ou ampoules sont prévues dans le kit.

Kit selon I'une des revendications 14 a 16, qui dispose de compartiments de sécurité pour seringues, ou pour
canules d’injection et/ou de perfusion.

Kit selon I'une des revendications 14 a 17, dans lequel le stockage est prévu a 5°C.

1"
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