‘1- 2- The subject of the present invention are stable, non-inmnogenic,
physiologically readily conpatible, dissolved or |yophilised galenical
preparations of human proteins, as well as processes for their prepar- 5
ation, especially of eryt hrop0| cER B 306824R1 protei ns are proteins '
characterlstlc of the body only occurring in small anounts, such as e.gqg.
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vari ous cS?ony imulating factors (CSF) or erythropoietin (EPO) The
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These aqjewstidny | osses are to be attributed, on the one hand, to a

dest rasct i ODiesaf AliviitskdRBitd) yind ainerbejts iagt adef Bartt&ru«qgf ddshEPQs durélawlyﬁécm E#oldentoul es

ser vi ng Joerfii¢hh edes tzor Agfeevaibreng dietandane Ampifiierh deroty Sciatearhetalisputenn Syitsamristoff etc.
zurlickzufihren, andererseits aber auch durch eine Anlagerung der EPO-Moleklile an die GefdBwand, wobei

auch eine teilweise Denaturierung eintreten kann. Da, wie oben gesagt, in jeder Dosiereinheit nur wenige

) Mikrogramme enthalten sind, kénnen die Verluste durch Adsorption bereits nach kurzer Aufbewahrungszeit
30 betréchtlich sein.
In der EP-A 178 576 ist daher beschrieben worden, durch Zusatz von polymeren Verbindungen, wie

Human- oder Rinderserumalbumin, Lacitin, Dexiran, Cellulose, Polysthylenglycoal etc. diess Anlagerung an

\_/ - dio Geftifwand zu inhibieren, und damit eine Wiederfindung von EPO zu 75-98 % nach ca. 2 h Lagerung
bei 20° G zu erzielen, gegenliber nur 16 % ohne solchen Zusatz. Gemessen wurde dabei allerdings nur die

\ 5 Wiederfindung einer radioaktiven Marklerung ("*C), so daB diese Versuche nichts Uber die Stabilisierung
des EPO gegen Zersstzung aussagen.

Nach unseren Befunden ist eine Langzeitstabnlasnerupg mit solchen Mitteln jedoch nicht zu erzielen, d.h.
die EPO-Wirksamkeit im Maus-Test nimmt stark ab, zudem knnen diese Mittel bei der Injektion immuno-
gene Reaktionen hervorrufen.

40 - Aus der EP-A 178 665 sind weiterhin "Stabilisatoren™, msbesondere flir gefriergetrocknete EPO-
Priparate bekannte. Neben den polymeren Substanzen PEG 4000, Gelatine und Dextran 40, sind verschie-
dene Zucker und Zuckeralkohole, Aminosduren, anorganisce Salze und Thiolverbindungen genannt. Kombi-
nationen dieser Stoffe mit Humanserumalbumin, Gelatine und Dextran sind ebenfalis genannt. Auch in
dieser Litoraturstefle wird nur die Wiederfindung der Radioaktivitiiton nach 2 Monaten Lagerung der

45 gefriergetrockneten Produkie bestimmt. Diese wird mit 87-99 % angegeben, gegeniiber 80 % ohne Zusatz.
Da das lyophilisierte Material direkt nach der Herstellung als Standard benutzt wurde ist nicht angegeben,
wie hoch die Aktivitdtsverluste bei der Herstellung der Priparate sind. Auch diese Priparate weisen einen
hohen Wirksamkeitsverlust im Maus-Test auf.

Es stellte sich daher die Aufgabe, ein gutvertriigliches EPO-Préparat zu fmden, welches lagerstabil ist,

s0 d.h. die in—vivo Wirksamkeit bewahrt, nicht zu Adsorptionen an den Ampullen- oder Spritzenwénden fithrt
und leicht in eine injizierbare Form gebracht werden kann.

Uberraschenderweise wird diese Aufgabe durch eine in den Anspriichen ndher gekennzeichnete
Kombination verschiedener Komponenten gelst. Wie unsere Versuche gezeigt haben, besitzen die Einzel-
stoffe diese Eigenschaften nicht oder nur in geringerem Ausmag.

§5 Entscheidend fiir die Stabilisierung ist der Zusatz von Harnstoff und verschiedenen Aminosduren.
Harnstoff wird in 5-50 g/l, vorzugsweise 10-15 g/l eingesetzi. Als Aminoséuren seien beispislsweise Glycin,
L-Alanin, L-Arginin, L-lsoleucin, L-Leucin, L-2-Phenylalanin, L-Glutaminséure oder L-Threonin genannt.
Mischungen der verschiedenen Aminosiuren scheinen einen besonders vorteilthaften Effekt zu haben. Die
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1pxygen etc. but also, on the other hand, due to a 10 deposition of the
EPO nol ecul es on the vessel wall, whereby.a partial denaturing can al so
take place. Since, as stated above, only a few mcrogranms are present in
each dosage unit, the | osses due tEP Gde®834BbLN can be consi derable, even
after a short storage time. 15 _ Therefore in EP-A 178,576 there has
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-form Dem Einfriervorgang kommt eine besondere Bedeutung zu. Die Hilfsstoffe werden in Art und Menge so

30 gewdhit, daB der eutektische Punkt der einzufrierenden L&sung zwischen -50 bis -30° C liegt. Mit Hilfe
oines computergesteuerten Optimierungsprogramms wurden folgende optimale Bedingungen flir die 3

. Phasen der Lyophilisation ermittelt:
o Einfrierzeit 12 - 14 Stunden bei -40* C _ '
o " Haupttrocknung: Soletemperatur +10° €, Druck 10~ mbar, Zeit 48-60 Stunden
A/ 35 Nachtrocknung: -Soletemperatur +20° C, Druck 10~2 mbar, Zeit 4-6 Stunden.

Hierbei ist es wesentlich mit Hilfe einer Ap-Messungsvorrichtung sowie einer Lertféhrgkeitsmessung 2u
erkennen, wann die Hauptirocknung abgeschlossen jist, damit das zu lyophilisierende Produkt nicht zu
schnell erwirmt wird und ein Auftauen der singefrorénen Ldsung und der damit verbundene Aktivititsver-
lust vermieden wird. '

40 Die eingesetzten Hilfsstoffe sind so ausgewéhit worden, daB ein gleichm&Big strukturierter zu lyophilisie-
render EiskSrper zustande kommt und daB wihrend der Lyophilisation ein porBses Gerlist (Kuchen)
orhalten wird, aus dem eine optimale Sublimation des Eises, vor allem auch gegen Ende der Haupttrock-
nung, mdglich ist. Die Nachtrocknung erfoigt wie oben genannt bei nur +20°C {iber 4-6 Sid. Diese
schonende Behandiung ist wichtig, da es sonst zu einem Verlust der Aktivitidt beim zu lyophilisierenden Gut

4 kommt.

In der Regel haben die so lyophilisierten Produkte einen Wassergehalt von etwa 2-5 % nach Karl
Fischer. Dieser Restwassergehalt hiingt von Art und Menge der Hilfsstoffe ab, die in der befreffenden
Rezeptur eingesetzt werden.

Die wifrigen Ldsungen des stabilisierten EPQ kdnnen auch direkt in Ampullen abgeflillt werden und

50 ohne Lyophilisation ais gebrauchsfertige Form in den Verkehr gebracht werden. Die Haitbarkeit ist dadurch
jedoch gegeniiber dem Lyophilisat verklUrzt auf ca. 1 Jahr bei 0° C und einige Monate bei Raumtemperatur.

Nachfolgende Beispiele sollen das oben geschilderte niher erldutern:

Beispiel 1

Erythropoietin 2000 Units Injektionstrockensubstanz
(Ansatz flir 35.000 Flaschen)




!Surpri singly, this task is solved by a conbination of various conponents
characterised in nore detail in 20 the clains. As our experinents have
shown, the individual nmaterials do not possess these properties or only to
a smal| extent. Decisive for theEBOA9FIBR4BYi on i's the addition of urea and
of various am no aci-ds. Uea is used in 25 5- 50.4/l, preferably 10 - 15
g/l. As am no aci gds e nentioned, for exanple, I n ni ne,
L- ar gi ni ng” 97 W@%l"ﬂtesm[wﬁ YRTehEren 199 1p¥l?é\R?P%ﬁ '3%1? ss°'8w%j§‘iﬁ't ‘g?n*@fsﬁ‘lfﬁaed or
L-t hr eorf® ﬁ’é M xtures of various am no acids appear to have an especially
advant ageous 30 = effect
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citrate and the |like ar '@ wher eby, apaffe § rlom sodi um pot assi um
or ammoni um i ons can servg,sg,g g,ounterl on. A buf ?de@ lis additionally
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30
Beispiel 2

o/ Erythropoietin-Lyophilisat 200 Units
(Ansatz flr 35.000 Flaschen)

S\ 35

Erythropoistin 48,7 ml = 7 Mio Units
Natriumchlorid 1000 g

w Tween® 20 100g¢g
Natriumdihydrogenphosphat x 1H20 1550¢g
Dinatriumhydrogenphosphat x 2H; O 50009
Calciumchlorid x 2H20 100g
Harnstoft 1000,0 g

- L-Leucin 150,0 g
L-Threonin 1200¢g
L-Phenylaianin 16509
Wasser f. Injektionszwecke ad 70,0 §

50 Die Hitisstoffe werden in 70 | Wasser flir Injektionszwecke geldst und danach in 2 Portionen auf 35 1

aufgetollt. Die ersten 35 | werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 |
werden zum Splilen des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzisung wird Uber ein Membranfilter 0,2
um Porenweite sterilfiliiert. Die sterilfiltrierte L&sung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen
Bedingungen abgeflllt und unter den gleichen Kriterien Iyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man

85 erhdlt so ein weiBes, pordses, in 2 ml Waser gut idsliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kilhischrank oder 1
Jahr bei Raumtemperatur ohne groBen Aktivitétsverlust gelagert werden kann.

Beispiel 3
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ical cium chloride. Qher physiologically conpatible conplex forners, for
exanple citrate, EDTA, NTA, pantothenate, can also be used. 30 - As’
'solvent, there is used pure water for injection purposes to which, for the
production of isotonia, there are ER @30&8R4B1 0.5 - 10 g/| of sodium
chloride or corresponding materials, such as mannitol, sorbitol etc. For

t he product | on of the. I |ons accordl ng 35 to the invention, all
adj uvant & i "LXO%'"Q 2 18 -6- in the necessary anmount of water,
the EPO p eparatlon shoul d display an activity of about 100,000 to

200, 000 units/ ng protei n, i s adm xed, steril e fil tered I nto-appropriate
anmpoul s, frozen i nprard—gertty—5 y fature. The
prepar ati ons obt ai ngdEEEPPORE st or ed under |??36’§é'ﬁ 'TQ?rM'?JV@!ﬁs 2| years at
[err] and over 1 year”aﬁ't"“?'l'ﬂﬂﬁlterrper ature. [In th&%%&ke of the '
reconstitution with E@P Q afe dconds without turbidity
and can thus be 10 | NepRgby E?géqpﬁ?fgga ﬁf‘?%c ly infiaenously of intra-
rivmbydrogenphosphat x 2H 0
muscul aely or, afte en 'i"o‘ x dni c sOjaltd ON, (e.g} comon salt
sol ution), infused. gs{E ing-1n proced re ha?oo% especi al}inport- ance.
The adjuvant materi hl@vcﬁre so chosen in najure Jgspopnd amount that the .
eutectic point of theqgghiition to be frozep in Ilg;_.s) etween -p0 and [err].
Wth the hel p of a forgnuimksaGentrol | ed optiim aat @ gor ogranme} there were
deter mied the fol | bwirnghy@pikinmum conditiong for t#s@g3 phases pf the
I yQpﬁl i sation:. 20 Wasaezmagmnszwmma 12 14 hozoros at [err]} main drying:
brlneterrperature [ € urs '

post-dryi ngipie Riirdsidfie R&Haﬁﬂn%qrvﬁ‘asie?l’fdrll Jn@z%:%&{{eege&l und GH@E tg &H?u o aaluﬁ‘3
hours. 289 aufgeteilt. Die erdter! ml't FIS}OJ ﬁ hwwfe QPO Wifkstoff W tztl Qg 41
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activity brbissol ginvedites,Chottises, @@ inhWasor gutadstichels Lybphilsat, das @ Jalahp v Butischraikasdbed S
used are dabr lodh Baenmensdaatur ahniegrddar AitivitiBariust eléged weden Haady t o be | yophili sed
results and that, during the Iyophilisation, a porous 35 structure (cake)
i s obt ai nBefspleldm whi ch i s possible an

‘Erythropoietin Lyophilisat 500 Units
so (Ansatz flir 35.000 Flaschen)

. Erythropoietin 116,67 ml = 17,5 Mio Units
O Natriumchlorid 7009
Nt Tween® 20 709

Natriumdmydrogenphosphat x H20 385¢
Dinatriumhydrogenphosphat x 2H.0 4900 g
Calciumchlorid x 2H20 5649
© Harnstoff - 8400 ¢g
L-Leucin 9249
L-Glutaminsure 1050 g
L-Phenylalanin 119,09
Wasser f. Injoktionszwecke ad 70,0 1
45

Die Hilfsstoffe werden in 70 | Wasser fiir Injektionszwecke gelbst und danach in 2 Portionen auf 35|
aufgeteilt. Die ersten 35 | werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 |
. werden zum Splilen des Filtrationssystems verwendet. Dis Ansatzisung wird {iber ein Membranfilter 0,2 -
um Porenweite steriffiltriert. Die sterilfiltrierte L&sung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen
50 Bedingungen abgefllit und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man
erhilt so ein weiBes, pordses, in 2 ml Waser gut I&sliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kihischrank oder 1
Jahr bei Raumtemperatur ohne groBen Aktivitdtsverlust gelagert werden kann.

Belsplel §

55
Erythropoietin Lyophilisat 750 Units
(Ansatz fir 35.000 Flaschen)




7 - optirrum subl i mati on of the ice,espécially towards the end of . the main

drying. The post-drying takes place, as nentioned above, at only [err] for

4 to 6 hrs. This gentle treatnent is inportant since otherwise it 5

results in a loss of activity i rER®806824BbLf the naterial to be

| yophilised. As ‘a rule, the so |yophilised products have a water content of
about 2 - 5% according to Karl Fischer, This residual water content depends
upon the nature anhéryf@poietmount of the afdjusamt =ne28Mialntswhi ch are used in

the formul ation i
can also be fille

Nefiemdhloddh. The aqueous| sol ut@0®ss of the stjabili sed EPO
Twean@@8| y i nto anpoul es and,128ia hout | yopHilisation, can
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stability is ther teyrperagpashoshat x 25wk i sond8l%h the | yopHilisate, to
about 1 year at [pFP '“’5??5’"%1"?'@9 nont hs roonﬁotoe%per ature. |The fol | owi ng

35, 000 bottles) I
stirring means ar
700.0 g sodiumch

w r des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzlﬁsung wlrd
14Qﬂ 9 ;oreinwg' sterﬁﬁ

ME'n_the above- descrf bed 'f{19%fore detail:| 20

!

]s% ms 000 Units injegtion, ¢ subst ance |(bat ch for
L_gh&ﬁ .:[.e 100 1 V2A dpubl edg% l e kettle |provided with

Bnézb&kﬁu uvant 25 pofgterials: u.r'ea

70.0-g Tween[err] 20

7.0 g.sodiumdih drogen phosvehate X 38. 4 di sodi um
hyroger frplt g, 70 | Waser o ridipivac AT %iﬁtd{"ﬁﬁ’?'@ﬁ'l‘ %argﬁoze o5
Die ersten 3 Iwe en mit der erforderfichen Meng

N EPO- er e “ﬁ
e ranf Iter 0 2

itriert. Die steriltiltrierte LSsung wird zu 1 ktlons Iasch
L-thr eOEd\Q ﬁ I al erllt und unter den glelchen Kriterien lyophdislg‘ll’% W %%& acid

35.0 g

i nj eGhi Qdpr B3 hmgrﬁperatur ohne Z?roBen A@ ela
solution are 5 added

el
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e,:lkag e juvant nateri al

an eryt rop0| etin crude materi al
Beisplel 6

Um die Wirksamksit verschiedener Stabilisatoren zu testen, wurde eine Standardrezeptur mit 1000 U
25 EPO/mI, welche als Hauptstabilisator Harnstoff enthislt, mit Polyvinylpyrrolidon/Eiwei bzw. verschiedenen
Aminosiuren versetzt und die Produkte lyophilisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefast.
Die Stabilitsit von EPO wurde nach 6 Wochen Lagerung des Lyophili-sats bei 35° G bzw. 0°* C im Maus-
Milz-Test gemiB der Vorschrift von G.Krystal in Exp. Hematol. 11, 649-660 (1983) wie folgt bestimmt: _
Bs C3F1-Méusen, weiblich, Gewicht ca. 20 g(Zentralinstitut fllr Ver-suchstierkunde, Hannover) wird an
30 zwei aufeinanderfolgenden Tagen 60 mg/kg Phenylhydrazinhydrochlorid i.p. injiziert. Nach 3 weiteren Tagen
wird die Milz entnommen, die Milzzellen werden in sterilem Komplettmedium (Dulbecco Modified Eagle's
‘Medium + 584,0 mgl L-Glutamin + 0,1 m Mol 2-Mercaptofithanol + 20 % fotales Ki#iberserum)

Y suspendiert und auf 4 x 10° kernhaltige Zellen/m! verdlinnt. Die Suspension, der zuvor die Testsubstanz

bzw. der EPO-Standard in jewsils geeigneten Konzentrationen, geldst in BSA-Puffer, zugesetzt wurden, wird

‘ Us in Mikrotiterplatten verteilt (0,2 mifVertiefung). Nach Inkubation (22 Stunden, 37°C, Luft + 15 % COz)

werden 20 | 3H-Methyl-Thymidin-L8sung mit Ci pro Vertiefung zugegeben und erneut 2 Stunden bei 37°C
iinkubiert. Danach wird der Inhalt mit Hilfe eines Zell-Harvesters Uberflhrt und mit destilliertem Wasser
gewaschen. Der Einbau von 3H-Thymidin wird mit einem g-Scintillationszéhler bsstnmmt und gegen die
Standardpréparate ausgewertet.

40 Als Working Standard wurde der POOQ-EPO-Standard" von Genetics Institute, Cambridge, Massachu-
sefts, USA, der 112 U EPO/m! (und 503 ng Protein/mi) enthielt (abgeglichen gegen den EPO-Referenz-
Standard der WHO "International Reference Preparation of Erythropoietin, Human, Urinary for Bioassay
{2nd LR.P., established 1971)" verwendet. Die Standardkonzentrationen lagen im Bereich von 10-100
mU/mi.

45 Die auf thre EPO-Aktivitit zu testenden Lyophilisat wurden zunfichst je Ampulle in 2 m! Wasser filr
Injektionszwecke geldst, die weiteren Verdiinnungen erfolgten - ebenso wis bei dem Working Standard - mit
BSA-Puffer (8,75 g NaCl 1,95 g GaClz x 2H20, 1,00 g BSA (bovine serum albumin der Fa. Calbiochem},
Wasser flir Injektionszwecke ad 1 1). 3H-Methyl-Thymidin (spezifische Aktivitit: 2 Cmmol) wurde von New
England Nuclear bezogen.

60
Beisplel 7

In gleicher Weise wie in Beispiel 6 wurde eine etwas abgewandelte Stammrezeptur mit Harnstoff und
varschiedenen Aminosiiuren bzw. Gemischen versetzt. Zum Vergleich wurden zwei Mannithaltige Rezeptu-
55 ren, weiche EP 178665 entsprechen, mitgepriift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefast.
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whi te, porous |yophilisate readily soluble in 2 mM water 35 which can be
stored for 2 years in a refrigerator or for -12- 1 year at room
tenmperature w thout great actiV|E¥ }2 Fganple 6 In order to test the
effecti veness of various stabili P &PAndard formulation with 1000 U
EPOQ' m, 5 which contained urea as mai N stabiliser, was mxed with
pol yvi nyl pyrrolidone/protein or with different am no acids and thg products
| yophilised. The r¢sults obtained are summarised in Table 1. After] 6 weeks
storage of the lyophilisate at [err] 10 or [err], the stability off EPO was
determned in the use spleen test according to the procedure of |G
Krystal in Exp. Hegatol., 11, 649-660 (1983) as follows: B C F m de,
femal e, weight of #gbout 20 g (Zentralinstitut fur Versuchstierkunde
Hannover) are 15 injected i.p. on two successive days with 60
phenyl hydr azi ne hydrochloride. After 3 further days, the spleen ijs
renoved, the spleefh cells are suspended in sterile conplete nediu
(Dul becco Modified]Eagle's Medium + 584.0 ng/l L-glutamine + 0.1
2-mer capto- 20 ethgnol + 20%foetal calf serum) and diluted to 4
nucl eus-cont ai ningjcells/m . The suspension, to which had previoysly been
added the test subg$tance or the EPO standard in, in each case, suijtable
concegtratlons di $sol ved in BSA buffer, is distributed in nicrotiftre 25
S (0.2 n1/cupj. After incubation (22 hours, [err], air + 15%/[err]),
20€p1[err]nmethyl thym dine solution wwth G per cup are added therjto and

I
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wat erpp The incorpofation of [err]-thymdine is determned with a
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1. Vertriigliches, lagerstabiles Humanprotein-Préiparat, snthaltend ein Humanprotein, physiologisch ver-
trigliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, Isotonie-einsteliende- Mittel, Calciumchlorid und

andere flir Injektionszwecke Ubliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet, da8 in der Injektionsform

10




.

"Bi oassay (2nd |.

R P.,

establ i shed 1971)". The 5 standard concentr

ation lay

in the range of 10 - 100 [err]/m . The | yophilisates to be tested for their
"EPO activity were first, dissolved per anpoule in 2 m of water for

i nj ection purposes,

the further ER©@068MBI0  took pl ace - just

‘as in the

case of the working standard - wth BSA buffer (8.75 g NaCl, 1.95 g [err] x

55
1.

2H20, 1.00 g BSA (bovine serum al bumin of the firm Cal bi ochem), water for
injection purposesyad 1 1) [err]-Methylthym dine (specific activifty: 2
G /mmol) was 15 . ¢btained from New Engl and Nucl ear. Exanple 7 Irf the same
way as in Exanple ¢, a sonewhat nodified parent fornulation was rfi xed with
urea and various afino acids or mxtures. For conparison, two 23
manni t ol - contai ningg fornul ati ons, which correspond to EP 178, 665,§ were al so
tested. The result$ are summarised in Table 2. -14- Table 1 cdnposition
1 a b ~ ab ng/bottle 819892 G 419893 H
819894 | 819895 Kjerythropoietin 1000 U 1000 U 1000 1000 U
urea g 10.0 10.0 - 10.0 10. 0 sodi urh chl ori de
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0.1 0.1 0.1 Na di hydrogen 0.55 - 0.55 .0. 55
0. 55 phosphate x [grr] di-Na hydrogen 5.0 5.0 5.0
5 0 phosphate x [efr] [err] 0. 08 0. 08 0. 08 0. 08
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Vertrigliches, lagerstabiles Humanprotein-Préparat, enthaltend ein Humanprotein, physiologisch ver-

trégliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, isotonie-einstellende Mittel, Calciumchiorid und
andere fUr Injektionszwecke Ubliche Stotfe, dadurch gekennzeichnet, daB in der Injektionsform
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5 - 50 g/t Harnstoff

0.5 - 50 g/l Aminosiure
0,05 - 5 g/l Detergens
enthalten ist.

2. Human-Priparat gem&B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Detergens ein nichtionogenes
Netzmittel ist.

3. Humanprotein-Préiparat gem38 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Aminosiure eine Mi-
schung Ist, die mindestens zwei der Aminosure Glycin, L-Alanin, L-Isoleucin, L-Arginin, L-Leucin, L-2-
Phenylalanin, L~Glutamins@ure oder L-Threonin enthéit.

4. Humanprotein-Préparat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, da8 als Netzmitte! Polyeth- .
ylensorbitanlaurat eingesetzt wird.

6. Humanprotein-Préparat nach einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch gekennzemhnet daB das Priparat in
tyophilisierter Form vorliegt. \

6. Humanprotein-Préparat nach einem der Ansprliche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, dag das Priparat in
flissiger, spritzfertiger Form vorliegt.

7. Humanprotein—Prﬁparat nach einem der Anspriiche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, da8 pro Injektions-
dosiseinheit von 1 - 5 ml 100 - 1 Million U Humanprotein enthaiten sind.

8. Humanprotein-Priparat nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzelchnet, daB das Humanpro-
tein Erythropoistin ist.

9. Humanprotein-Priparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da8 pro Injektionsdosiseinheit von 1
- 5 ml 100 - 20 000 U Erythropoistin enthalten sind.

10. Verfahren zur Herstellung von vertrAglichen, lagerstabilen Humanprotein-Préparaten, enthaltend ein
Humanprotein, physiologisch vertrigliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, Isotonie einstel-
lende Mittel, Calciumchlorid und andere fiir Injektionszwecke Ubliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet,
daB man zunichst eine L6sung von 5 - 50 g/l Hamstoff, 0.5 - 50 g/l Aminos8ure und 0,05 - 5 g/
Detergens herstelle, zu dieser Losung Ubliche Hilfsstoffe fligt- und anschlieBend das Humanprotein
beimischt.

11. Verfahren gemiB Anspruch 10 dadurch gekennzeuchnet daB das Detergens ein nichtionogeones
Netzmittel ist.

12. Verfahren zur Herstellung eines Priparates gemdB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf das
Humanprotein Erythropoietin ist.

13. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Préparates gem#B Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch
gekennzeichnet, da zunéchst alle Hilfsstoffe in Wasser geldst werden, das Erythropoietin zugegeben,
die Mischung in Ampullen sterilfiltriert und schonend bei unter -20° C lyophilisiert wird.

14. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Préparates gem#B Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch
gekennzeichnet, daB zunichst alle Hilfsstoffe in Wasser geldst werden, das Erythropoietin zugegeben
und die Mischung in Ampullen abgeflillt wird.

Claims

1. Compatible, storage-stable human protein preparation, containing a human protein, physiologically
compatible buffer as well as possibly complex formers, isotonia-adjusting agents, calcium chioride and
other materials usual for injection purposes, characterised in that, in the injection form, it contains § - 50
g/l urea, 0.5 - 50 gA amino acid, 0.05 - 6 g/l detergent, conventional adjuvant materials are added to this
solution and subsequentiy the human protein is admixed. _—
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4. 10 Human protein preparation according to claim2 20 ~ or 3, '
char act®r iHemsh proteinhadpaptidny atdnting tveons ®f baiman -l 4 ohagdcterised in thathe prepsration iy
agent. 5. presentnriyophiisedfosn.n preparation according to one of claims 1 - 4,

characterised in that the preparation is
6. Human protein preparation according to one of claims 1 - §, characterised in that the preparation is

16 present in liquid form ready for injection.

U 7. Human protein preparation according to'one of claims 1 - 6, characterised in that, per injection dosage
unit of 1 - 5 ml, it contains 100 to 1 million U of human protein. ’

20 8. Human protein preparation according to one of claims 1 - 7, characterised in that the human protoin is
erythropoietin.

9. Human protein preparation according to claim 8, characterised in that, per injection dosage unit of 1 - 5
ml, it contains 100 - 20,000 U.or erythropoietin. '

10. Process for the production of compatible storage-stable human protein preparations containing a human
protein, physiologically compatible buffers as well as possibly complex formers, isotonia-adjusting
agents, calcium chloride and other materials usual for injection purposes, characterised in that one first
propares a solution of 5 - 50 g/l urea, 0.5 - 50 g/t amino acid and 0.05 - 5 g/l detergent, adds usual

30 adjuvants to this solution and subsequently admixes the human protein.

11. Process according to claim 10, characterised in that the detergent is a non-ionogenic wetting agent.

_ 12. Process for the production of a preparation according to claim 10, characterised in that the human
5435 protein is erythropoietin.

13. Process for the production of an erythropoietin preparation according to claim 10, 11 or 12, charac-
terised in that first all adjuvants are dissolved in water, the erythropoietin is added thereto, the mixture
is sterile-filtered into ampoules and gently lyophilised at below -20° C.
40 v
14. Process for the production of an erythropoietin preparation according to claims 10, 11 or 12,
characterised in that first all adjuvants are dissolved in water, the erythropouetm is added thereto and
the mixture is filled into ampoules.

45 Revendications

1. Préparation de protéine humaine physiologiquement compatible, stable au stockage, contenant une
protéine humaine, un tampon physiologiquement acceptable, ainsi qu'éventusliement un complexant,
un agent d'ajustement isotonique, du chlorure de calcium et d'autres substances usuelles pour

50 I'injection, caractérisée en ce que ia forme galénique pour injection contient
' 5 - 50 g/l d'urée
0,5 - 50 g/l d'aminoacide
0,05 - 5 g/t de détergent.

65 2. Préparation de protéine humaine selon la revendication 1, caractérisdée en ce que le détergent est un
agent mouillant non ionique.

3. Préparation de protéine humaine selon la revendication 1, caractérisée en ce que l'aminoacide est un

o I
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and the m Xfidkk&e! Somiptehdn® tne bt RIRRIA E- tampon phisiologlquemeM acceptable ‘ainsi qu'éven-
tuelloment des complexants, un agent d'ajustement isotonique, du chiorute de calcium et d'autres
25 substances usuelles pour I'injection, caractérisé en ce que I'on prépare d'abord une solution de 5 - 50
' g/l d'urée, 0,5 - 50 g/l d'aminoacide et 0,05 - 5 g/l de détergent, & cette solution on ajoute fes adjuvants
usuels et ensuite, on la mélange avec la protéine humaine.

11. Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que le détergent est un agent mouillant non
30 - ionique.

12. Procédé d'obtention d'une préparation selon |a revendication 10, caractérisé en ce que la protéine
W humaine est I'érythropoiétine. : :

5. 35 13. Procédé d'obtention d'une préparation d'érythropoiétine selon la revendication 10, 11 ou 12, caractérisé
on ce que tous les adjuvants sont dissous dans I'eau, I'érythropoiétine est ajoutée, lo mélange est
conditionné en ampoules & travers un filtre stérife et Iyophilisé avec précaution & une température
inférieure & -20°* C.

4 14. Procédé d'obtention d'une préparation d'érythropoiétine selon la revendication 10, 11 ou 12, caractérisé
en ce que d'abord fous les adjuvants sont dissous dans I'eau, I'érythropoiétine est ajoutée et le
mélange est conditionné en ampoules.
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