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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung betrifft ein Verfahren fir die Herstellung von spriihgetrocknetem Erythropoietin und
dem dadurch hergestellten trockenen Erythropoietin-Pulver.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Erythropoietin (EPO) ist ein Glycoproteinhormon, das in erster Linie in der Niere synthetisiert wird und
ein Hauptregulator der Produktion von Erythrozyten im Korper ist. Kommerziell erhéltliches menschliches EPO
wird vermittels rekombinanter DNA-Techniken hergestellt und ist als rekombinantes menschliches EPO (rhE-
PO) bekannt. rhEPO weist eine Molekiilmasse von etwa 36.000 Dalton auf, wie durch SDS-PAGE bestimmt.
Die Molekiilmasse des Proteinriickgrates betragt 18.398 Dalton, was anzeigt, dass das ganze Molekil um-
fanglich glycosylisiert ist. Die Kohlenhydratseitenketten sind fir die biologische in vivo-Aktivitat wichtig.

[0003] Proteine, wie beispielsweise rhEPO, in wassriger Losung oder in fester Phase in ihrem nativen Zu-
stand zu halten, ist eine groRe Herausforderung fir jene, die auf dem Gebiet der pharmazeutischen Formulie-
rungen arbeiten. Die Existenz eines Proteins in seinem nativen Zustand hangt von der Proteinkonzentration,
der Temperatur und der Art des Lésungsmittels, lonenstarke des Puffers etc. ab. Anderungen in einem jeden
dieser Parameter kdnnen die Stabilitat eines Proteins in Losung oder in fester Phase beeintrachtigen.

[0004] Kommerzielle Praparate von rhEPO werden derzeit entweder als verdinnte wassrige Losungen oder
in einer lyophilisierten Form verkauft, die verwendet wird, um eine verdiinnte wassrige Lésung zu bilden, wobei
beide dem Korper durch Injektion zugefiihrt werden. Die Konzentration von rhEPO in diesen Praparaten ist
sehr gering und das rhEPO wird vergleichsweise schnell nach der Verabreichung aus dem Koérper entfernt. In-
folge dieser Beschrankung der derzeitigen Praparate besteht ein Bedarf fiir konzentrierte Formulierungen von
rhEPO, z. B. fir jene, die gréRere Mengen an rhEPO enthalten, die in alternativen Wirkstoffabgabesystemen
verwendet werden kénnen. Wir verwendeten Spriihtrocknungstechniken, um derartige Praparate herzustellen.

[0005] Das Sprihtrocknen von pharmazeutischen Produkten ist in der Technik bekannt. Siehe z. B. Broad-
head, J. et al., ,The Spray Drying of Pharmaceuticals", in Drug Dev. Ind. Pharm, 18 (11) & (12), 1169-1206
(1992). Neben kleinen Molekiilen, die als Pharmazeutika verwendet werden, sind eine Vielzahl von biologi-
schen Materialien sprihgetrocknet worden und diese umfassen: Enzyme, Seren, Plasma, Mikroorganismen
und Hefen. Das Sprihtrocknen ist eine nitzliche Technik, da es flissige pharmazeutische Praparate in einem
einstufigen Verfahren in feine, staubfreie oder agglomerierte Pulver umwandeln kann. Die Basistechnik um-
fasst die folgenden vier Schritte:

a) Zerspruhen der Zufuhrlésung in eine Spruhflissigkeit;

b) Sprihflissigkeit-Luft-Kontakt;

¢) Trocknen der Spruhflussigkeit; und

d) Abtrennen des getrockneten Produktes von der Trocknungsluft.

[0006] Obwohl es auf dem Gebiet der Pharmazeutika bekannt ist, ist das Spruhtrocknen fir therapeutische
Proteine, wie beispielsweise rhEPO, nicht umfanglich verwendet worden. Ein offensichtlicher Grund dafir sind
die Bedenken, dass derartige Proteine thermisch durch die beim Spriihtrocknungsprozess verwendeten hohen
Temperaturen abgebaut werden kénnten. Dies gilt insbesondere fiir komplexe Glycoproteine, wie beispielswei-
se rhEPOQ, die, zusatzlich zu ihrem Polypeptid-Rickgrat, auch komplex verzweigte Kohlenhydratanteile aufwei-
sen, die fir die biologische Aktivitat erforderlich sind. Die Verfligbarkeit von Lyophilisierung als eine einfache
Alternative brachte die auf dem Gebiet Tatigen noch weiter davon ab, Spriihtrocknung fir pharmazeutische
Proteine zu verwenden. Das Sprihtrocknen geht jedoch mit Vorteilen gegentber der Lyophilisierung insoweit
einher, als dass es 6konomischer ist, schneller und leichter im MaR3stab zu vergréRern ist. Aulterdem sind
sprihgetrocknete Pulver oft dem weiteren Verarbeiten zuganglicher als lyophilisierte Pulver.

[0007] Es ist Ublicherweise nicht praktisch, Formulierungen nur basierend auf der Lyophilisierung des Roh-
wirkstoffes zu konzipieren. Dies ist so, weil viele Peptide vergleichsweise instabil sind, wenn sie in niedrigen
Konzentrationen lyophilisiert sind und sie an die Produktverpackung adsorbieren kénnen und an Aktivitat ver-
lieren. Um diese Probleme zu vermeiden, vertrauen viele lyophilisierte pharmazeutische Zusammensetzungen
auf die Verwendung von festen Verdiinnungsmitteln, Kryoschutzmitteln oder Fullstoffen, um die Menge an
wahrend des Lyophilisierungsverfahrens vorhandenen Feststoffen zu erhéhen. Als ein Ergebnis enthalt das ly-
ophilisierte Material einen geringen Prozentsatz (w/w) des aktiven Wirkstoffes gemischt mit einem grof3eren
Prozentsatz von anderen festen Materialien.

2/9



DE 69532970 T2 2005.06.09

[0008] Im Gegensatz dazu liefert die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen eines rhEPO-Pul-
vers aus rhEPO-Rohwirkstoff, wobei das Pulver reines oder im Wesentlichen reines rhEPO ist oder einen ho-
heren Prozentsatz (w/w) von rhEPO aufweist als unter Verwendung herkémmlicher Lyophilisierungstechniken
hergestellt werden kann.

Zusammenfassung der Erfindung

[0009] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Herstellen von stabilem, sprihgetrocknetem rhEPO
und das dadurch hergestellte rhEPO-Pulver bereit.

[0010] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung umfasst zuerst das Bereitstellen einer wassrigen Lésung
von rhEPO mit einer Konzentration innerhalb des Bereichs von etwa 20 mg/ml bis etwa 100 mg/ml. Diese L6-
sung wird dann in eine Spruhflissigkeit zerspriht und die Spruhflissigkeit wird mit Heil3luft getrocknet, um das
Wasser aus der Sprihflissigkeit zu verdampfen. Das dadurch hergestellte getrocknete rhEPO wird dann von
der Trocknungsluft entfernt.

[0011] Die anfangliche wassrige Losung kann, zusatzlich zu rhEPO, Bindemittel wie beispielsweise Mannitol,
Glycin und/oder ein oberflachenaktives Mittel enthalten. Die getrocknete rhEPO-Zusammensetzung, die durch
das Verfahren der vorliegenden Erfindung hergestellt wird, umfasst rhEPO in einer Konzentration im Bereich
von 4,0% bis 100% (w/w) und weist einen Restfeuchtegehalt innerhalb des Bereichs von etwa 3% bis etwa 5%
(w/w) auf. Die GroRRe der Partikel der Zusammensetzung ist innerhalb des Bereichs von etwa 2,0 pym bis etwa
6,0 um.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0012] Eine konzentrierte rhEPO-L&sung mit wenigstens 20 mg/ml wurde fir das Spruhtrocknen verwendet.
Die konzentrierte wassrige Losung wurde in feine Tropfchen zerspruht, indem sie mit Druckluft durch eine
Duse gepumpt wurde. Die Tropfchen traten dann in eine Trockenkammer ein und das Wasser wurde verdampft
durch die heiRe Trocknungsluft, die im Gleichstrom mit der Zufuhrldsung stromte. Wahrend das Wasser ver-
dampfte, trennte sich das feste rhEPO und, sofern vorhanden, die Bindemittel von den wassrigen Tropfchen.
Das getrocknete rhEPO wurde durch den Trocknungsluftstrom in einen Zyklonabscheider zum Klaren getra-
gen, d. h. das getrocknete rhEPO wurde von der Trocknungsluft abgetrennt und das getrocknete Produkt wur-
de in dem Sammelgefalt gesammelt, das am Boden des Zyklonabscheiders angebracht war. Die Trocknungs-
luft wurde dann durch einen Feingutwascher in die Atmosphare ausgestofien.

[0013] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,/nEPQ" ein jegliches Protein, das das vollstandige oder
einen Teil des Polypeptidrickgrates aufweist, wie es fur rhEPO in US 4,703,008 beschrieben ist, und das die
biologische Eigenschaft aufweist, Knochenmarkszellen zu veranlassen, die Produkten von Retikulozyten und
Erythrozyten und die Hdmoglobinsynthese oder Eisenaufnahme zu erhéhen. Es wird ins Auge gefasst, dass
biologisch aktive Fragmente, Analoga oder chemisch synthetisierte Derivate von EPO in der vorliegenden Er-
findung anstelle von rhEPO verwendet werden kdnnen, vorausgesetzt, dass derartige Fragmente oder Deri-
vate die biologische Aktivitat von rhEPO beibehalten. Bestimmte EPO-Analoga sind in US 4,703,008 beschrie-
ben. Deshalb wird die Verwendung derartiger biologisch aktiver EPO-Analoga, Fragmente oder Derivate als
im Umfang der vorliegenden Erfindung enthalten betrachtet.

[0014] Die durch die vorliegende Erfindung produzierten konzentrierten rhEPO-Pulver kénnen in alternativen
Wirkstoffabgabesystemen verwendet werden, um das rhEPO abzugeben. Ein derartiges System ist ein Abga-
besystem mit kontrollierter Freigabe, das rhEPO mit einer vorher bestimmten Geschwindigkeit fiir eine be-
stimmte Zeitspanne in den Kdrper abgibt. Alternativ kdnnen die konzentrierten rhEPO-Pulver mit Wasser zur
Injektion oder normaler Saline rekonstruiert werden, um wassrige Lésungen zu bilden, die fur die humanthe-
rapeutische Anwendung geeignet sind. Es wird ins Auge gefasst, dass die oben erwahnten kontrollierten Frei-
setzungssysteme rhEPO enthalten, das in einem Polymermaterial, Vesikel oder einer Miniaturpumpe plaziert
ist, ebenso wie makromolekulare Konjugate von rhEPO und anderen Polymermaterialien. Diese Systeme kdn-
nen dann als subdermale Reservoirimplantate aus konzentriertem rhEPO verwendet werden. Nicht beschran-
kende Beispiele fir derartige Systeme umfassen Matrizen aus festen hydrophoben Polymeren, die das rhEPO
umgeben, wie beispielsweise nicht-abbaubare Ethylen-Vinylacetat-Copolymere oder abbaubare Milchsau-
re-Glycolsaure-Copolymere. Derartige hydrophobe Polymere kénnen zusatzlich die Form von Mikrosphéaren
einnehmen.

[0015] Die vorliegende Erfindung stellt stabile rhEPO-Pulver bereit. Wie hierin verwendet, bedeutet ,stabil",
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dass das rhEPO seine biologische Aktivitat Gber die Zeit aufrechterhalt und seine Struktur in seinem nativen
Zustand beibehalten wird, d. h. es wird nicht oxidiert oder anderweitig in eine andere chemische Spezies um-
gewandelt. Die Stabilitdt kann durch RIA, Western Blot und in vivo oder in vitro Bioassays bewiesen werden.

[0016] Die folgenden Beispiele werden angefiihrt, um die vorliegende Erfindung zu veranschaulichen. Die Er-
findung soll nicht durch diese Beispiele, sondern lediglich durch die beigefligten Anspriiche als beschrankt er-
achtet werden.

BEISPIEL 1
SPRUHTROCKNUNGSPROZESS FUR rhEPO

[0017] Dieses Beispiel beschreibt ein Verfahren zum Sprihtrocknen, das verwendet wird, um amorphes rhE-
PO ausschlief3lich in fester Form oder in Verbindung mit inerten, pharmazeutisch akzeptablen Bindemitteln
herzustellen. Der solchermal3en formulierte amorphe rhEPO-Rohwirkstoff ist flir wenigstens sechs Monate bei
5°C Lagerung (Kuhlschrank) stabil. Die derzeitige Literatur, die Spriihtrocknung von therapeutischen Proteinen
beschreibt, ist beschrankt und diskutiert die Stabilitat von therapeutischen Proteinen in der getrockneten Form
bei héheren Konzentrationen, wie beispielsweise 25% (w/w) und gréRer, nicht. Siehe, z. B., Mumenthaler, et
al.,, Pharm. Res. 11: 12-20 (1994). Weiterhin liefert die derzeitige Literatur keinen ausreichenden Beweis fur
die Stabilitat dieser Proteine in der festen Form. Tatséachlich zeigen einige Literaturstellen eine nicht zufriedens-
tellende Stabilitat, die den Bindemitteln oder den Verarbeitungsbedingungen, die verwendet wurden, zuge-
schrieben werden kénnen. Zum Beispiel ist bekannt, dass bestimmte anorganische Salze, Aminosauren, ober-
flachenaktive Mittel etc. Proteine in LOsung stabilisieren. Die Anwesenheit bestimmter Citratsalze in rhE-
PO-Rohwirkstoff ergab kein stabiles sprihgetrocknetes rhEPO. Deshalb wurde der rhEPO-Rohwirkstoff vor
dem Spruhtrocknen in Wasser fur Injektionszwecke dialysiert. Um eine zufriedenstellende Ausbeute des Pro-
duktes nach dem Spriihtrocknen zu erhalten, wurde die Dialyse fortgesetzt, bis die Konzentration des rhEPO
innerhalb des Bereichs von 20-100 mg/ml lag. Diese konzentrierten Lésungen von rhEPO-Rohwirkstoff in
Wasser flr Injektionszwecke zeigten nach Lagerung bei 5°C fiir wenigstens sechs Monate eine zufriedenstel-
lende Stabilitat. Eine alternative Technik zum Herstellen von trockenen Proteinen, namlich Gefriertrocknen,
war fur rhEPO infolge seiner geringen Stabilitat nicht geeignet, unabhangig von der Anwesenheit von Citrat-
salzen (siehe Beispiel 2).

[0018] Das Verfahren zum Herstellen von festem rhEPO und rhEPO-Pulver mit Bindemitteln bestand aus den
zwei Schritten:

A. Dialyse und Konzentrieren von rhEPO-Rohwirkstoff; und

B. Sprihtrocknen des dialysierten rhEPO-Rohwirkstoffes.

A. Dialyse und Konzentrierung

[0019] rhEPO-Rohwirkstoff, der in 20 mM Citratpuffer bereitgestellt war, wurde dialysiert, um das gesamte Ci-
trat zu entfernen, und durch Wasser fur Injektionszwecke ersetzt. Die Dialyse wurde wie folgt durchgefihrt:

[0020] rhEPO-Rohwirkstoff, (200 ml) in Citratpuffer (ungefahre Konzentration 2,0 mg/ml) wurde in einem Ami-
con®-Dialysator aufgenommen, der mit einer Dialysemembran mit einem Cut-off-Molekulargewicht von 10.000
versehen war. Diese Dialysezelle wurde an einem Gefal} aus rostfreiem Stahl angebracht, das Wasser fur In-
jektionszwecke enthielt, und das Gefall wurde mit einem Stickstoff-Gastank verbunden. Die Dialyse wurde bei
30-40 psi durchgeflihrt und fortgesetzt, bis wenigstens 2000 ml Dialysat gesammelt waren. Die sich ergebende
wassrige Losung von rhEPO, frei von jeglichem Citrat, wurde dann auf eine Endkonzentration von etwa 20 bis
etwa 100 mg/ml rhEPO konzentriert. Die resultierende konzentrierte wassrige Lésung von rhEPO wurde dann
bei 5°C gelagert, bis sie sprihgetrocknet wurde. Die konzentrierten rhEPO-L&sungen wurden auch hinsichtlich
rhEPO-Stabilitat bei 5°C tUberwacht.

B. Sprihtrocknung

[0021] Das Spruhtrocknungsverfahren bestand aus den folgenden Schritten:
1. Zersprihen der Zufuhrlésung;
2. Spruhflissigkeit-Luft-Kontakt;
3. Verdampfen des Losungsmittels;
4. Klaren des getrockneten Feststoffes von den Trocknungsgasen. Ein Labormalstabs-Sprihtrockner (Bu-
chi®, Modell 190) wurde bei diesem Verfahren verwendet.
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1. Zersprihen

[0022] Wassrige rhEPO-L6sung wurde der Diise des Zersprihers (0,5 mm |. D.) bei Raumtemperatur unter
Verwendung einer Peristaltikpumpe zugefiihrt. Der flissige Zustrom wurde durch Hochdruckluft in kleine Trépf-
chen zerspruht. Eine derartige Zersprihung kann auch unter Verwendung einer rotierenden Scheibe erreicht
werden.

2. Spruhflussigkeit-Luft-Kontakt und Verdampfen

[0023] Wahrend die Tropfchen in die Verdampfungskammer (105 mm I. D. x 450 mm L) eintraten, wurde das
Wasser verdampft, indem hei3e Trocknungsluft in gleicher Richtung stromte. Die Temperatur der Trocknungs-
luft schwankte von 64-80°C. Wahrend das Wasser verdampfte, trennte sich der Feststoff aus der flissigen L6-
sung in der Form von Kugeln oder Halbkugeln ab. Das Trocknen kann auch durch Gegenstromtechniken
durchgefihrt werden, wo der Trocknungsluftstrom und der Zufuhrlésungsstrom in entgegengesetzten Richtun-
gen gefihrt werden.

3. Klaren

[0024] Das getrocknete Pulver wurde durch den Trocknungsluftstrom in einen Zyklonabscheider zum Klaren
getragen. Im Zyklonabscheider wurde die getrocknete Feststoffmasse von der Trocknungsluft abgetrennt. Das
getrocknete Produkt wurde in einem Sammelgefald gesammelt, das am Boden des Zyklonabscheiders ange-
bracht war. Die Trocknungsluft (ohne das getrocknete Produkt) wurde durch einen Feingutwascher in die At-
mosphare geblasen.

C. Chemische Charakterisierung

[0025] Eine bekannte Menge des sprihgetrockneten rhEPO wurde in Wasser fir Injektionszwecke geldst.
Diese wassrige Losung wurde dann wie folgt analysiert:

1. Radioimmunoassay (RIA)

[0026] Das verwendete Verfahren war das von Egrie et al., J. Immunol. Meth., 99: 235-241, (1987). Dieses
Verfahren besteht aus dem Komplexieren von rhEPO mit polyklonalem Kaninchenantikérper (gegen rhEPO
gerichtet). Dies wurde erreicht durch Inkubieren von rhEPO mit dem polyklonalen Kaninchenantikérper tber
Nacht bei Kiihlschranktemperatur. Die Inkubation wurde nach Zugabe von '®I-EPO fiir einen weiteren zusatz-
lichen Tag unter den gleichen Bedingungen fortgesetzt. Der Antigen-Antikdrper-Komplex wurde durch Zie-
gen-anti-Kaninchen-Antikérper, normales Kaninchenserum und Polyethylenglycol prazipitiert. Der prazipitierte
Komplex wurde gewaschen und die Menge an gebundenem '®|-EPO unter Verwendung eines y-Zahlers be-
stimmt. Das Verfahren wurde fiir Standard-rhEPO-Ldsungen mit bekannten Konzentrationen und Testproben-
I6sungen wiederholt. rhEPO-Konzentrationen der Testproben wurden berechnet durch Vergleich der y-Zah-
ler-Ablesungen mit jenen von Standard-rhEPO-L&sungen.

2. Western Blot

[0027] Das verwendete Verfahren war jenes, das von Egrie et al. in Immunobiol. 172: 213-224 (1986) be-
schrieben worden ist. Ein Aliquot von 0,5 pg denaturiertem rhEPO wurde auf ein Standard (12,5%) Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) geladen. Elektrophorese wurde durchgefiihrt und das Gel wurde
auf eine Nitrozellulosemembran unter Verwendung eines Transferpuffers geblottet, der aus TRIS, Glycin und
Methanol bestand. Diese Nitrozellulosemembran wurde mit 5% fettfreier Milch in TRIS-gepufferter Saline ge-
blockt. Der geblockte Nitrozelluloseblot, der rhEPO enthielt, wurde dann mit monoklonalem Maus-anti-Hu-
man-Antikdrper konjugiert, gefolgt von polyklonalem Ziegen-anti-Maus-Antikdrper. Dieser Komplex wurde
dann unter Verwendung eines Substratkits fur ein Konjugat aus alkalischer Phosphatase verwendet. Ein jeder
Blot enthielt ein Standard-rhEPO, Standard-rhEPO enthaltend eine bekannte Menge von rhEPO-Aggregaten,
und Testprobe(n). Die Intensitat des rhEPO-Standards und der Aggregatsstandard wurden mit den Testproben
verglichen.

3. Maus-Bioassay

[0028] Eine bekannte Menge von spriihgetrocknetem rhEPO wurde in Wasser fir Injektionszwecke rekonsti-
tuiert. Die biologische Aktivitat dieser Lésung wurde durch Uberwachen der Einbaugeschwindigkeit von Eisen
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in exhypoxischen Mausen nach Injektion der rhEPO-LOsung gemessen. Das verwendete Verfahren war jenes
von Cotes et al., Nature, 191: 1065-1067 (1961).

TABELLE 1
Formulierungsbeispiele
Nr. Bestandteile Formulierung
(Mengen in Gramm)
I II I v \Y
1. rthEPO 0,0813 0,162 1,5 25 25
2. Glycin 1,00 2,00 0 37,5 37,495
3. Mannitol 1,00 2,00 0 37,5 37,495
4, Tween®80 0,01 0 0 0 0,01
5. WFI (g:s.) 100 100 100 2000 2000
Beachte
[0029]

WEFI Wasser fur Injektionszwecke
[0030] Formulierung Il wurde bei zwei unterschiedlichen Einlasstemperaturen von 64 und 80°C getrocknet.

[0031] Funf Lésungen, eine zu einer Zeit, wurden hergestellt durch Auflésen von Bindemitteln wie beispiels-
weise Mannitol, Glycin und/oder Tween®80 in konzentrierten Lésungen von rhEPO unter mildem Rihren. Im
Falle der Formulierung Il wurden keine Bindemittel hinzugegeben. Die Formulierungen fir diese Lésungen
sind oben in Tabelle 1 angegeben. Alle diese Lésungen wurden gemal den Sprihtrocknungsparametern
spruhgetrocknet, die wie folgt aufgelistet sind:

Lésungszufihrungsgeschwindigkeit: 1 ml/Min
Luftzerstdubungsgeschwindigkeit: 600-700 Normliter/h
Trocknungsluftgeschwindigkeit: 32.000-45.000 I/h
Einlasstemperatur: 64-80°C
Auslasstemperatur: 46-65°C

[0032] Nach dem Spriihtrocknen betrug der Endgehalt an festem rhEPO fiir die Formulierungen | und 1l etwa
4% wiw, fir Formulierung Il 100% w/w und fir Formulierungen IV und V 25% w/w rhEPO. Der Restfeuchte-
gehalt schwankte von 3,0% bis 5,0% (w/w), wie durch das Verfahren nach Karl-Fisher bestimmt (USP XX IlI-NF
XVII, S. 1840-1843, Verfahren 1a (1995)). Die PartikelgroRe betrug 4,1 pm + 1,89 fiir sprihgetrocknete For-
mulierung III.

[0033] Vorlaufige Experimente unter Verwendung von rhEPO-Rohwirkstoff enthaltend Citratpuffer ergaben
kein stabiles spriihgetrocknetes rhEPO mit Mannitol, Glycin und/oder Tween®80. Deshalb war die Dialyse des
rhEPO-Rohwirkstoffes fiir das Spriihtrocknen essentiell, um Citratsalze zu entfernen. Um eine gute Ausbeute
nach Spriihtrocknung zu erhalten, musste die Zufuhrlésung einen Feststoffgehalt von wenigstens 2% aufwei-
sen. Deshalb wurde die dialysierte rhEPO-L6sung auf 20-100 mg/ml konzentriert.

[0034] Es wurde durch Vergleich von Stabilitatsdaten von Formulierungen | und Il und Formulierungen IV und
V bestimmt, dass Tween®80 nicht erforderlich war, um stabiles spriihgetrocknetes rhEPO zu erzeugen. Auch
legen die Sechs-Monats-Stabilitatsdaten von reinem rhEPO nahe, dass Mannitol und/oder Glycin fir das Her-
stellen von stabilem sprihgetrocknetem rhEPO nicht notwendig sind. Wenn sie verwendet werden, scheinen
somit Mannitol und Glycin lediglich als Fullstoffe (als isotonische/isoosmotische Einstellagenzien) zu dienen,
die verwendet werden kdnnen, um die rhEPO-Konzentration in der letztendlichen sprihgetrockneten rhE-
PO-Formulierung zu &ndern.
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[0035] Das spruhgetrocknete rhEPO der vorliegenden Erfindung weist gegenuber lyophilisiertem rhEPO Vor-
teile auf. Zum Vergleich wurden Formulierungen I, Il und Ill ebenfalls lyophilisiert (sieche Beispiel 2). RIA-Daten
fur die fir zwei Monate bei 5°C gelagerten lyophilisierten Proben reichten jedoch von 73-78% der Etikettenan-
gabe (LC). Diese niedrigen EPO-Wirksamkeitswerte (wie durch RIA bestimmt) bei einer so kurzen Lagerzeit
zeigen eine Instabilitdt an. Auch zeigten die lyophilisierten Sechs-Monats-Proben nach Rekonstitution mehr als
2% EPO-Aggregate auf SDS-PAGE. Dies zeigt die Instabilitdt des rekonstituierten rhEPO an. Somit waren
sprihgetrocknete Formulierungen stabiler als gefriergetrocknete Formulierungen der selben Zusammenset-
zung.

[0036] Stabilitatstabellen der spriihgetrockneten Formulierungen mit den Nummern Ill und 1V, wie oben an-
gegeben, sind unten angeflhrt. In beiden Fallen wurden die Proben bei 5°C gelagert und die Gegenwart von
rhEPO mit weniger als 2% Aggregaten wurde bei einer jeden Messung vermittels Western Blot-Analyse besta-
tigt.

TABELLE 2
Stabilitatsdaten fir Formulierung #4

Zeit Erwartete Konz. RIA RIA
U/ml (U/ml) (% LC)
0 31,500 35049 111
1 30,843 34188 111
2 30,121 29646 98
6 29,250 28521 97,5
TABELLE 3

Stabilitdtsdaten fir Formulierung #3

Zeit Erwartete Konz. RIA RIA
(U/ml) (U/ml) (% LC)
0 142,169 120339 84
1 123,614 96295 78
2 120,482 106523 88
3 125,542 109520 87
6 118,554 115441 97
BEISPIEL 2

LYOPHILISIERUNGSVERFAHREN FUR EPO

[0037] Das Verfahren beschreibt ein Lyophilisierungsverfahren, das verwendet wurde, um getrocknetes rhE-
PO in reiner Form herzustellen oder mit einer Kombination aus pharmazeutisch akzeptablen Bindemitteln. Die
Stabilitat des rhEPO, das lyophilisiert wurde, wurde bestimmt und die Ergebnisse sind unten angegeben. Alle
rhEPO-Formulierungen, die in diesem Beispiel verwendet wurden, wurden auch wie oben beschrieben spriih-
getrocknet. Die RIA- und Western Blot-Verfahren wurden im Wesentlichen durchgefiihrt, wie oben fiir das
sprihgetrocknete rhEPO-Beispiel beschrieben.

[0038] Ein typischer Lyophilisierungszyklus zum Gefriertrocknen von rhEPO-LOsungen ohne Bindemittel be-

gann damit, dass die Lésung auf etwa —40°C eingefroren und bei dieser Temperatur fiir etwa drei Stunden ge-
halten wurde, um zu gewahrleisten, dass die Losung vollstandig gefroren war. Als die Lésung gefroren war,
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wurde die Kuhlertemperatur auf etwa —-50°C abgesenkt. Die erste Trocknung wurde durchgefihrt, indem der
Druck in der Trocknungskammer auf etwa 200 mTorr abgesenkt wurde und man erlaubte, dass sich das Sys-
tem fur etwa drei Stunden stabilisierte. Die Temperatur wurde dann auf etwa —30°C mit einer Geschwindigkeit
von etwa 0,1°C/Minute erhéht. Das Trocknen (durch Sublimieren von Eis zu Wasserdampf) wurde fiir etwa 60
Stunden fortgesetzt. Ein zweites Trocknen wurde durchgeflihrt, indem die Temperatur des Produktes auf etwa
15°C bei einer Geschwindigkeit von etwa 0,5°C/Minute erhdht wurde. Der Druck in der Trocknungskammer
wurde weiter von etwa 200 mTorr auf etwa 100 mTorr verringert. Die zweite Trocknungsphase wurde fir etwa
16 Stunden fortgesetzt, um ein vollstandiges Trocknen zu gewahrleisten. Nach dem zweiten Trocknen wurden
die Glasflaschchen mit einer Kappe versehen und versiegelt. Die versiegelten Glasflaschchen wurden bei etwa
5°C gespeichert, bevor sie fir die unten beschriebene Stabilitdtsuntersuchung entnommen wurden. Fir die
Stabilitatsuntersuchung wurden die Inhalte des Glasflaschchens mit Wasser rekonstituiert und durch RIA und
Western Blot analysiert. Die Ergebnisse des Stabilitatstests wurden als ein Prozentsatz des verbliebenen rhE-
PO zusammengestellt. Geringere Prozentsatze von verbleibendem rhEPO zeigen eine geringe Stabilitat an.
Western Blot-Ergebnisse bestimmen, ob rhEPO in einer aktiven Form vorliegt oder in einer denaturierten, ag-
gregierten Form. Proben von rhEPO, die verglichen mit einem 2% aggregierten rhEPO-Standard mehr als 2%
Aggregate aufweisen, werden als eine geringe Stabilitdt aufweisend bestimmt. Die Ergebnisse der an lyophi-
lisiertem rhEPO in verschiedenen Formulierungen durchgefiihrten Stabilitatstests sind in Tabelle IV dargestellt.

TABELLE 4
Stabilitat als % der Etikettenangabe von EPO in gefriergetrockneter Formulierung bei 5°C
Formulierung RIA Western Blot
Anfénglich |1 Monat |2 Monate | Anfénglich [ 1 Monat |2 Monate | 6 Monate
I 93,2 71,5 75,0 Anwesenheit von EPO bestitigt | mehr als
II 82,0 76,5 72,9 Weniger als 2 % Aggregat 2 %
111 79,6 69,7 78,1 Aggregat

[0039] Die in Tabelle 4 gezeigten Daten belegen, dass lyophilisiertes rhEPO nicht so stabil bleibt wie sprih-
getrocknetes rhEPO. Deshalb liefert Spruhtrocknen von rhEPO ein stabileres Produkt verglichen mit Lyophili-
sierung. Die vorliegende Erfindung stellt deshalb ein stabiles sprihgetrocknetes rhEPO bereit, welches herge-
stellt werden kann ohne das Hinzufliigen von irgendwelchen Bindemitteln oder Stabilisatoren, wie beispielswei-
se Cyclodextrin, Glycin, Mannitol oder Tween 80. Eine Bindemittel-freies Praparat von rhEPO ist fir bestimmte
Wirkstoffabgabesysteme wiinschenswert, wie beispielsweise Abgabe ber die pulmonare Route, die ublicher-
weise erfordert, dass der Wirkstoff von Bindemitteln so frei wie moglich ist.

[0040] Die Erfindung ist unter Bezugnahme auf bestimmte bevorzugte Ausfiihrungsformen und Beispiele be-
schrieben worden. Da offensichtliche Variationen den Fachleuten auf dem Gebiet einfallen werden, soll die Er-
findung nicht darauf, sondern nur durch die folgenden Anspriiche beschrankt verstanden werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Herstellen von spriihgetrocknetem rhEPO, Fragmenten, Analoga oder chemisch synthe-
tisierten Derivaten davon, umfassend:
(a) Bereitstellen einer wassrigen Losung von rhEPO, Fragmenten, Analoga oder chemisch synthetisierten De-
rivaten davon, mit einer Konzentration innerhalb des Bereichs von 20 mg/ml bis 100 mg/ml;
(b) Zerspriihen der Lésung in eine Spriuhflissigkeit;
(c) Trocknen der Sprihflissigkeit mit heiler Trocknungsluft, um das Wasser aus der Sprihflissigkeit zu ver-
dampfen; und
(d) Abtrennen des getrockneten rhEPQO, der Fragmente, Analoga oder chemisch synthetisierten Derivaten da-
von, von der Trocknungsluft;
wobei das rhEPO, die Fragmente, Analoga oder chemisch synthetisierten Derivate davon, die biologische Ei-
genschaft besitzen Knochenmarkszellen zu veranlassen, die Herstellung von Retikulozyten und Erythrozyten
zu erhéhen und die Hamoglobinsynthese oder Eisenaufnahme zu erhéhen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die wassrige Lésung von rhEPO, Fragmenten, Analoga oder che-
misch synthetisierten Derivaten davon, kein Salz oder andere Zusatzstoffe enthalt.
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3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die wassrige Lésung dialysiert wird, um Salze vor Schritt (b) zu ent-
fernen.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Losung zerspriiht wird, indem sie in eine Diise unter Druck ein-
gespeist wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spruhflissigkeit und die Trocknungsluft in der gleichen Richtung
durch den Trockner gefuhrt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das getrocknete rhEPO, Fragmente, Analoga oder chemisch synthe-
tisierte Derivate davon, in einem Zyklonabscheider abgetrennt werden.

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Trocknung in einem Temperaturbereich von 60°C bis 85°C durch-
gefuhrt wird.

8. Getrocknetes rhEPO, wobei das getrocknete rhEPO weniger als 2% Aggregate nach 6-monatiger Lage-
rung bei 5°C aufweist.

9. rhEPO nach Anspruch 8, welches 100% EPO (Gew./Gew.) ist.

10. Spriihgetrocknetes rekombinantes menschliches Erythropoietin (rhEPO), das die folgende Formulie-
rung aufweist:

Bestandteil % (Gew./Gew.)
a) rhEPO 25

b) Mannitol 37,5

c) Glycin 37,5

wobei das sprihgetrocknete rhEPO durch das Verfahren nach Anspruch 1 erhalten worden ist.

11. rhEPO nach Anspruch 10, das zusatzlich ein oberflachenaktives Mittel enthalt.

12. Spruhgetrocknete rhEPO-Zusammensetzung umfassend rhEPO in einer Konzentration innerhalb des
Bereichs von 4,0% bis 100% (Gew./Gew.) und mit einem Restfeuchtegehalt innerhalb des Bereichs von 3,0%
bis 5,0% (Gew./Gew.), wobei die rhEPO-Zusammensetzung durch das Verfahren nach Anspruch 1 erhalten

worden ist.

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12, wobei die Grof3e der Partikel innerhalb des Bereiches von 2,0
pm bis 6,0 pym ist.

14. Spriihgetrocknetes rhEPO-Pulver, das im wesentlichen aus rhEPO besteht, wobei das rhEPO-Pulver
durch das Verfahren nach Anspruch 1 erhalten worden ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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