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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft pharmazeutische Zu-
sammensetzungen enthaltend Parathyroidhormon.
Genauer betrifft die Erfindung Parathyroidhormonfor-
mulierungen mit verbesserter Lagerungsstabilitat.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Parathyroidhormon (PTH) ist ein sekretiertes
Produkt von 84 Aminosauren aus der Nebenschild-
druse der Sauger, welches die Kalziumspiegel im Se-
rum durch seine Wirkung auf verschiedene Gewebe,
einschlieRlich Knochen, kontrolliert. Studien in Men-
schen mit bestimmten Formen von PTH haben eine
anabole Wirkung auf Knochen gezeigt, und haben
ein signifikantes Interesse an seiner Verwendung zur
Behandlung von Osteoporose und verwandten Kno-
chenkrankheiten bewirkt.

[0003] Zum Beispiel wurde bei Verwendung der
N-terminalen 34 Aminosauren des Rinder- und hu-
manen Hormons, die in allen publizierten Berichten
als biologisch aquivalent zum Hormon voller Lange
gehalten werden, in Menschen gezeigt, dass das Pa-
rathyroidhormon das Knochenwachstum steigert,
insbesondere wenn es auf eine rhythmische Weise
auf subkutanen und intraventsen Wegen verabreicht
wird. Eine leicht unterschiedliche Form von PTH, hu-
manes PTH (1-38), hat ahnliche Ergebnisse gezeigt.
Da es erst seit kurzer Zeit erhaltlich ist, wurde die re-
kombinante Form des humanen Hormons voller Lan-
ge, d.h. humanes PTH (1-84) noch nicht in Menschen
untersucht, obwohl Studien in Ratten eine gleich
wirksame und in einigen Aspekten etwas verbesserte
Wirksamkeit auf Knochenwachstum anzeigen.

[0004] Die PTH-Zubereitungen, die in diesen Studi-
en verwendet wurden, wurden aus frischem oder lyo-
philisiertem Hormon rekonstituiert, und schlielen
verschiedene Formen von Tragern, Tragerstoffen,
und Vehikeln ein. Die meisten werden in auf Wasser
basierenden Vehikeln zubereitet, wie Salzlésung,
oder Wasser, das typischerweise mit Essigsaure an-
gesauert ist, um das Hormon zu I6sen. Der Grofteil
der verdffentlichten Formulierungen schlief3t auch Al-
bumin als Trager ein (siehe z. B. Reeve et al., Br.
Med. J., 1980, 280:6228; Reeve et al., Lancet, 1976,
1:1035; Reeve et al., Calcif. Tissue Res., 1976,
21:469; Hodsman et al., Bone Miner; 1990; 9(2):137;
Tsai et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 1989,
69(5):1024; Isaac et al., Horm. Metab. Res., 1980,
12(9):487; Law et al, J. Clin. Invest., 1983,
72(3):1106; und Hulter, J. Clin. Hypertens., 1986,
2(4):360). Andere veroffentlichte Formulierungen
schlossen einen Tragerstoff wie Mannitol ein, das
entweder mit dem lyophilisierten Hormon oder im Ve-
hikel zur Rekonstitution vorhanden ist. Formulierun-

gen, die diese wiederspiegeln, die fir menschliche
Studien verwendet wurden, schlieBen eine Zuberei-
tung von humanem PTH (1-34), bestehend nach der
Rekonstitution aus Mannitol, hitzeinaktiviertem hu-
manem Serumalbumin und Carbonsaure (ein Prote-
aseinhibitor) als Absorptionsverstarker ein (siehe
Reeve et al., 1976, Calcif. Tissue Res., 21, Ergan-
zung, 469-477); eine Zubereitung von humanem PTH
(1-38, rekonstituiert in ein Vehikel aus Salzlésung
(siehe Hodsman et al., 1991, 14(1), 67-83); und eine
Zubereitung von Rinder-PTH (1-34) in einem wassri-
gen Vehikel, deren pH mit Essigsaure eingestellt
wird, und die Albumin enthalt. Es gibt auch eine inter-
nationale Referenzzubereitung, die fiir humanes PTH
aus 100 ng Hormon besteht, abgefllt in eine Ampulle
mit 250 pg humanem Serumalbumin und 1,25 mg
Lactose (1981, und die fiir Rinder-PTH aus 10 ug ly-
ophilisiertem Hormon in 0,01 M Essigsaure und 0,1
% Gew./Vol. Mannitol besteht (siehe Martindale, The
Extra Pharmacoepia, The Pharmaceutical Press,
London, 29. Auflage, 1989 auf S.1338).

[0005] WO-A-94/08613 (publiziert am 28. April
2004) offenbart Zusammensetzungen umfassend
Parathyroidhormon oder seine biologisch aktiven
Fragmente. Neben anderen pharmazeutischen For-
mulierungen wird eine Form der Zusammensetzung
beschrieben, in der ein Stabilisierungsmittel, eine
Tragersubstanz und eine Mischung zum Puffer vor-
handen sind.

[0006] Die kommerzielle Nutzung von Parathyroid-
hormon verlangt die Entwicklung einer Formulierung,
die bezlglich der Lagerungsstabilitdt und der Leich-
tigkeit der Zubereitung und Rekonstitution nutzlich
ist. Da es ein Protein ist und daher bei weitem labiler
als die Wirkstoffe mit traditionell kleinem Molekular-
gewicht, bietet jedoch das Formulieren von Parathy-
roidhormon Herausforderungen, die der pharmazeu-
tischen Industrie fir gewdhnlich nicht begegnen.
Weiterhin, und anders als die anderen Proteine, die
erfolgreich formuliert wurden, ist PTH besonders sen-
sitiv gegenliber Oxidation, und verlangt weiterhin,
dass seine N-terminale Sequenz intakt bleibt, um sei-
ne biologische Aktivitat zu bewahren.

[0007] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, eine pharmazeutisch verwendbare PTH-Zube-
reitung bereitzustellen, insbesondere eine, die als ak-
tiven Bestandteil die Form voller Lange von huma-
nem PTH umfasst.

Zusammenfassung der Erfindung

[0008] Eine pharmazeutisch vertragliche PTH-Zu-
bereitung wird nun bereitgestellt. In einem Aspekt
stellt die Erfindung eine Parathyroidhormonzuberei-
tung, wie in den Anspruchen definiert, bereit. Geman
einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung ist
die Hormonzubereitung in Form einer gefriergetrock-
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neten Zusammensetzung, umfassend eine medizi-
nisch nitzliche Menge von Parathyroidhormon, ei-
nem Tragerstoff, der mit dem Hormon unter Erhalt ei-
nes amorphen Kuchens colyophilisiert, und einem
nicht-flichtigen Puffermittel in einer Menge, die aus-
reichend ist, um den pH der Zubereitung auf einen
physiologisch vertraglichen pH einzustellen, wie wei-
terhin in den Anspruchen definiert. In einer bevorzug-
ten Ausfuhrungsform der Erfindung ist das Hormon in
der Zubereitung humanes 1-84-Parathyroidhormon,
der Tragerstoff ist Mannitol, und das Puffermittel ist
eine Citratquelle.

[0009] GemalR einem anderen Aspekt der vorlie-
genden Erfindung wird ein Verfahren zum Erhalten
einer PTH-Zubereitung bereitgestellt, welches die
Schritte des Kombinierens in Wasser von PTH, dem
Puffermittel und dem Tragerstoff umfasst, und dann
das Unterziehen der sich ergebenden Lésung einem
Gefriertrocknungsverfahren, das ein Produkt ergibt,
das weniger als 2 Gew.-% Wasser einschliel3t, wie
weiterhin in den Anspruchen definiert.

[0010] GemalR einem anderen Aspekt der vorlie-
genden Erfindung wird ein Verfahren zum Erhalten
einer Parathyroidhormonformulierung zur parentera-
len Verabreichung bereitgestellt, welches den Schritt
des Rekonstituierens einer gefriergetrockneten Zu-
bereitung der vorliegenden Erfindung in sterilem
Wasser umfasst.

[0011] Weiterhin wird gemaR der vorliegenden Er-
findung ein therapeutisch verwendbares Kit bereitge-
stellt, das ein steriles Gefal3, welches eine gefrierge-
trocknete Zubereitung der Erfindung enthalt, ein Ve-
hikel, das zur Rekonstitution davon geeignet ist, und
Anweisungen zur Rekonstitution und gegebenenfalls
zur Anwendung umfasst, wie weiterhin in den An-
sprichen definiert. Das Kit kann weiterhin eine Vor-
richtung umfassen, die geeignet zur Injektion der re-
konstituierten Zubereitung durch den endgultigen An-
wender ist. Die Erfindung stellt auch ein Gefal bereit,
das eine Parathyroidhormonzubereitung enthalt, wie
in den Anspruchen definiert. Weiterhin stellt die Erfin-
dung die Verwendung einer PTH-Zubereitung zur Zu-
bereitung von pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen bereit, wie in den Anspriichen definiert. Die Erfin-
dung wird nun genauer und unter Bezugnahme auf
die begleitenden Zeichnungen beschrieben, in de-
nen:

Kurze Bezugnahme auf die Zeichnungen

[0012] Fig. 1 und 2 zeigen die Wirkung der Lage-
rung bei 4°C und 37°C auf die Stabilitat von PTH-Zu-
bereitungen, die bei pH 4 und pH 6 gepuffert werden,
wobei die Stabilitdt durch Bioaktivitatsversuche
(Fig. 1) und durch SDS-PAGE-Analyse (Fig. 2) ge-
zeigt wird.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0013] Die Erfindung betrifft Parathyroidhormonzu-
bereitungen, die Lagerungsstabilitat bezlglich der
Hormonzusammensetzung und -aktivitat aufweisen.

[0014] Als aktiven Bestandteil schlief3t die Zuberei-
tung vorzugsweise die Form voller Lange von 84
Aminosauren von humanem Parathyroidhormon ein,
das entweder rekombinant, durch Peptidsynthese,
oder durch Extraktion aus menschlichen Flussigkei-
ten erhalten wird. In dieser Beschreibung wird die hu-
mane Form von PTH als hPTH (1-84) abgekirzt, wel-
ches die Aminosauresequenz verdffentlicht durch Ki-
mura et al., Biochem Biophys Res Comm, 114(2):493
besitzt. Als Alternative zur humanen Form voller Lan-
ge von PTH kann die Zubereitung solche Homologe,
Fragmente oder Varianten von humanem PTH ein-
schlie®en, die humane PTH-Aktivitat besitzen, wie
durch das Osteoporosemodell mit ovarektomierten
Ratten bestimmt, das durch Kimmel et al., Endocrino-
logy, 1993, 32(4):1577 publiziert wurde.

[0015] Das Parathyroidhormon kann zum Beispiel
die Rinder- oder Schweineform von PTH sein (siehe
Keutmann et al., Current Research an Calcium Regu-
lating Hormones, Cooper, C.W. (Hrsg.), 1987, Uni-
versity of Texas Press, Austin, S.57-63), oder Frag-
mente oder Varianten der reifen PTH-Homologen. Al-
ternativen in der Form von PTH-Fragmenten schlie-
Ren mindestens die ersten 27 N-terminalen Reste
von PTH ein, und schlieBen vorzugsweise mindes-
tens die ersten 34 N-terminalen Reste ein, wie
PTH(1-34), PTH(1-37), PTH(1-38) und PTH(1-41).
Alternativen in der Form von PTH-Varianten schlie-
Ren von 1 bis 5 Aminosauresubstitutionen ein, die die
PTH-Stabilitdt und -Halbwertszeit verbessern, wie
das Ersetzen von Methioninresten an den Positionen
8 und/oder 18 mit Leucin oder anderen hydrophoben
Aminosauren, was die PTH-Stabilitat gegentber Oxi-
dation verbessert, und das Ersetzen von Aminosau-
ren in der Region 25-27 mit Trypsinunempfindlichen
Aminosauren wie Histidin oder einer anderen Amino-
saure, was die PTH-Stabilitat gegentiber einer Prote-
ase verbessert. Diese Formen von PTH werden
durch den Begriff ,Parathyroidhormon" wie hierin all-
gemein verwendet eingeschlossen.

[0016] Die Parathyroidhormonzubereitungen der
vorliegenden Erfindung werden in einer Pulverform
bereitgestellt, die nicht mehr als 2 Gew.-% Wasser
enthalt, welches das Ergebnis des Gefriertrocknens
einer sterilen wassrigen Hormonldsung ist, die durch
Mischen des gewahlten Parathyroidhormons, eines
nicht-flichtigen Puffermittels, und eines Tragerstoffs
zubereitet wurde.

[0017] Der Tragerstoff, der in die Zubereitung einge-
schlossen wird, dient als Frostschutzmittel wahrend
des Gefriertrocknungsverfahrens und auch als Fiill-
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stoff, um die Formulierung der Dosierung zu erleich-
tern. Von den pharmazeutisch geeigneten Trager-
stoffen vermeidet die vorliegende Erfindung Zucker
wie Lactose und Maltose, und benutzt nur jene Tra-
gerstoffe, die die Fahigkeit besitzen, wenn sie mit
dem gewahlten Puffermittel kombiniert werden, einen
nicht-kristallinen, amorphen Kuchen beim Gefrier-
trocknen zu bilden. Wenn der Tragerstoff auf dieser
Grundlage ausgewahlt wurde, besitzt der sich aus
dem Gefriertrocknungsverfahren ergebende Kuchen
die gewlinschte homogene Qualitat fir eine schnelle
Rekonstitution. Tragerstoffe vom Polyoltyp sind hierin
bevorzugt. Eine Auswertung der Eigenschaften des
Kuchenbildens von Tragerstoffen vom Polyoltyp hat
gezeigt, dass Mannitol ein besonders bevorzugter
Tragerstoff ist, nicht nur aufgrund seiner Fahigkeit, ei-
nen Kuchen von Qualitat zu ergeben, sondern auch,
weil Mannitol selbst eine gewisse Stabilitat auf das
PTH in der LOsung Ubertragt.

[0018] Das Puffermittel, das in die Zubereitung der
vorliegenden Erfindung eingebracht wird, ist zusatz-
lich zu seiner pharmazeutischen Eignung, notwendi-
gerweise ein nicht-flichtiges Puffermittel, d.h. eines,
das nicht wahrend des Gefriertrocknungsprozesses
in einem Ausmalf verfliichtigt wird, dass der pH mehr
als 0,4 pH-Einheiten reduziert wird. Puffermittel, die
bisher in PTH-Zubereitungen verwendet wurden, wie
Essigsaure, wurden befunden, sich mit verschiede-
nen Geschwindigkeiten wahrend des Gefriertrock-
nungsprozesses zu verflichtigen, was nicht nur zu ei-
nem unbestandigen Produkt, sondern auch zum Ver-
lust von Puffermittel fihrt, und damit zu unbestandi-
gen pH-Werten im rekonstituierten Produkt. Die
nicht-flichtigen Puffermittel, die in die vorliegenden
Zubereitungen eingeschlossen werden, werden aus
denen ausgewabhlt, die die Fahigkeit besitzen, die Zu-
bereitung auf einen pH innerhalb eines physiologisch
vertraglichen pH-Bereichs zu Puffern. Ein pH, der
physiologisch vertraglich ist, ist einer, der entweder
keine oder minimale Beschwerden beim Patienten
hervorruft, wenn die Formulierung verabreicht wird,
und kann daher abhangig von der Verabreichungs-
weise variieren. Fir Zubereitungen, die vor der Ver-
abreichung verdiinnt werden, wie durch Verdinnung
in eine Infusionsstammldsung, kann der pH der Zu-
bereitung per se weit variieren, z. B. von ungefahr pH
3 bis ungefahr pH 9. Wenn die Zubereitung direkt
nach der Rekonstitution verabreicht werden soll, wird
die PTH-Zubereitung vorzugsweise auf innerhalb des
pH-Bereichs von 3,5-7,5 gepuffert. Geeignete
nicht-flichtige Puffer sind demgemaf solche phar-
mazeutisch vertragliche Mittel, die den pH der Zube-
reitung auf innerhalb des Ziel-pH-Bereichs Puffern
kénnen, und schlieRen auf Phosphat basierende Puf-
fer und bevorzugt auf Citrat basierende Puffer wie
Natriumcitrat/Zitronensaure ein.

[0019] Um lagerungsstabile Zubereitungen von Pa-
rathyroidhormon gemaR der Erfindung bereitzustel-
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len, wird das ausgewabhlte nicht-fllichtige Puffermittel
eingeschlossen, um einen endgdiltigen pH innerhalb
des Bereichs von 3,5-6,5 zu ergeben, und der Trager-
stoff wird eingeschlossen, um eine endgultige Kon-
zentration im Bereich von 2 % bis 10 % (Gew./Vol.) zu
ergeben. In Ausfihrungsformen der Erfindung ist der
pH, der durch das Puffermittel bewirkt wird, im Be-
reich von 3,8-6,2, und die endgultige Konzentration
des Tragerstoffs ist von 3-7 %, z. B. 46 %
(Gew./Vol.). Am meisten bevorzugt ist das Puffermit-
tel eine Citratquelle, wie Mononatriumcitrat/Zitronen-
saure, und der Tragerstoff ist 5 % Mannitol
(Gew./Vol.).

[0020] Die PTH-Zubereitungen der vorliegenden Er-
findung schlieBen PTH in einer medizinisch nitzli-
chen Menge ein, ein Begriff, der mit Bezug auf die
Mengen benutzt wird, die entweder therapeutisch
oder in der medizinischen Diagnose nitzlich sind. Die
genaue Menge des Parathyroidhormons, das in die
Zubereitung eingebracht wird, kann basierend auf
dem Typ des ausgewahlten PTHs und der beabsich-
tigten letztendlichen Verwendung der Zubereitung
vorherbestimmt werden. In einer Anwendung werden
die Zubereitungen fir therapeutische Zwecke be-
nutzt, und besonders zur Behandlung von Osteopo-
rose. Osteoporosetherapie bedingt eine Verabrei-
chung der rekonstituierten Zubereitung durch Injekti-
on, vorzugsweise subkutaner Injektion, in Dosie-
rungseinheiten, die den verschriebenen Behand-
lungsplan widerspiegeln, aber fir humanes PTH
(1-84) innerhalb des Bereichs von 25 yg PTH/ml inji-
zierter Losung bis 500 pg/ml injizierter Lésung pro
Patient sind, wobei die Injektionsvolumina vorzugs-
weise von 0,3-1,3 ml betragen. Demgemaf wird das
gereinigte und steril filtrierte PTH vorzugsweise mit
dem Puffermittel und Tragerstoff eingeschlossen, um
eine wassrige Losung zu ergeben, die PTH in einem
Konzentrationsbereich von 25 pg/ml bis 250 pg/mi
enthalt, bevorzugt 50 pg/ml bis 150 pg/ml. Molare
Aquivalente der im Wesentlichen gleich wirksamen
Formen von PTH, wie Varianten und Fragmente von
PTH (1-84), kdnnen auf dhnliche Weise anstelle des
humanen PTH (1-84) eingebracht werden, wenn ge-
winscht.

[0021] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wer-
den die Zubereitungen in einer Form bereitgestellt,
die eine Dosierungseinheit von 50-150 pg von huma-
nem PTH (1-84) nach Rekonstitution in ungefahr 1 ml
(0,8-1,2 ml) des Rekonstitutionsvehikels ergibt, und
die Gefalle werden demgemaf mit ungefahr 1 ml der
wassrigen PTH-Zubereitung fiir das anschliellende
Gefriertrocknen beladen.

[0022] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der
Erfindung umfasst die PTH-Zubereitung, die dem Ge-
friertrocknen unterzogen wird, von 25-250 pg/ml hu-
manes PTH (1-84), von 2 — 8 Gew.-% Mannitol, und
eine Citratquelle in einer Menge, die die Fahigkeit be-
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sitzt, die Zubereitung auf innerhalb des Bereichs von
3,5-6,5 nach Rekonstitution in sterilem Wasser zu
Puffern. In spezifischen Ausfuhrungsformen der Er-
findung wird das Citratpuffermittel in einer Menge ein-
geschlossen, die ausreicht, um den pH auf 6,0 + 0,4
zu Puffern.

[0023] Sobald die Zubereitung als wassrige Losung
erhalten wird, die die gewlnschten Mengen und Kon-
zentrationen des Puffermittels, Tragerstoffs und PTH
enthalt, werden individuelle GefalRe mit der Lésung
auf das gewiinschte Volumen aufgefillt, und die Ge-
faRe werden dann gemeinsam dem Gefriertrock-
nungsverfahren unterzogen.

[0024] Wie es auf dem Gebiet von Formulierungen
gebrauchlich ist, bedingt das Gefriertrocknungs- oder
Lyophilisierungsverfahren ein Verfahren mit zykli-
scher Temperatur, die sorgfaltig kontrolliert wird, um
sicherzustellen, dass das Trocknen gleichférmig und
bis zum wesentlichen Abschluss voranschreitet, d.h.
um ein Pulver zu ergeben, das nicht mehr als 2
Gew.-% Wasser und vorzugsweise nicht mehr als 1,5
Gew.% Wasser enthalt. Ein Protokoll, das geeignet
ist, um die vorliegenden gefriergetrockneten PTH-Zu-
bereitungen zu erhalten, bedingt ein Unterziehen der
Gefale, die mit der wassrigen PTH-Zubereitung ge-
fullt sind, einem Trocknungsprozess, der mindestens
zwei Trocknungsabschnitte beinhaltet, wobei das
erste ausgefihrt wird, um ungebundenes Wasser
aus der wassrigen Zubereitung auszutreiben, ohne
einen Kollaps des Kuchens zu verursachen. Dies
wird erreicht, indem die abgefillte wassrige PTH-Zu-
bereitung auf eine Produkt-Eistemperatur von weni-
ger als -30°C, bevorzugt ungefahr -50°C gekuihlt
wird, und dann die Temperatur des Faches auf unge-
fahr -10°C gebracht und gehalten wird, unter redu-
ziertem Druck von nicht mehr als 350 pbar, z. B. 260
pbar, bis im Wesentlichen alles ungebundene Was-
ser ausgetrieben wird. Unter den Bedingungen, die in
den Beispielen hierin genauer dargestellt werden, ist
eine Trocknungszeit von 16 Stunden angemessen.
Der zweite Trocknungszyklus wird gestaltet, um ge-
bundenes Wasser aus dem Kuchen zu befreien,
wahrend wiederum ein Kollaps des Kuchens vermie-
den wird, und eine Temperatur verwendet wird, die
unter der liegt, die der PTH-Bioaktivitat schadlich ist.
Dieser zweite Trocknungsschritt kann erreicht wer-
den unter weiter reduziertem Druck (< 50 pbar) bei
-10°C fur 3 Stunden, dann ein Erwarmen auf und ein
Halten bei 25°C, bis im Wesentlichen alles (< 2 %)
des gebundenen Wassers ausgetrieben wird, z. B.
mindestens 12 Stunden, aber bevorzugt 16 Stunden
oder langer. Nach Abschluss kénnen die Gefalle ver-
siegelt werden, z. B. durch automatisches Verstop-
seln, und dann aus dem Gefriertrockner entfernt und
mit Kappen verschlossen werden.

[0025] Die PTH-Zubereitungen der vorliegenden Er-
findung sind vollstandig im Sinne, dass der endgiilti-
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ge Anwender die Zubereitung nur in sterilem Wasser
rekonstituieren muss, um eine verabreichbare For-
mulierung zu erzeugen. Zu diesem Zweck, und in
Ubereinstimmung mit einem anderen Aspekt der vor-
liegenden Erfindung, wird ein medizinisch nutzliches
Kit bereitgestellt, das mindestens ein Gefal, das eine
gefriergetrocknete PTH-Zubereitung der Erfindung
enthalt, mindestens ein Gefal}, das steriles Wasser
zur Rekonstitution der Zubereitung enthalt, und ein
Instruktionsblatt, das die Rekonstitution des gefrier-
getrockneten PTHs anleitet, umfasst. Das Kit kann
weiterhin eine Injektionsvorrichtung zum Verabrei-
chen der rekonstituierten Formulierung durch den
endgultigen Anwender umfassen. In einer Ausflh-
rungsform der Erfindung ist die Injektionsvorrichtung
eine Injektionsnadel zur subkutanen Anwendung, z.
B. eine Kanile mit 25 Gauge, und einer Spritze, die
die Fahigkeit besitzt, ein Ldsungsvolumen von unge-
fahr 0,5-5 ml, z. B. 1 oder 2 ml, aufzunehmen. Alter-
nativ kann das Kit ein Gefal, das mehrere Dosierun-
gen von PTH enthalt, und ein begleitendes Gefal}
umfassen, das genug steriles Wasser enthalt, um die
mehrfache Dosierungsformulierung zu rekonstituie-
ren.

[0026] Bei der Verwendung zieht der endgultige An-
wender aus dem wassergefillten Gefald in die Injek-
tionsvorrichtung auf, und tbertragt dieses Wasser in
das PTH-gefiilite Gefald, um ein Mischen und die Re-
konstitution des gefriergetrockneten PTH-Pulvers zu
verursachen, wobei, wenn nétig, die Kanile benutzt
wird, um die Mischung aufzuziehen und hinauszu-
spritzen, bis das Pulver sichtbar geldst ist. Die vorlie-
gende PTH-Zubereitung besitzt jedoch den Vorteil,
dass das Mischen schnell vor sich geht, und ohne Mi-
schen innerhalb einer Minute, und gewdhnlich inner-
halb von 30 Sekunden, abgeschlossen ist. Nach dem
Mischen injiziert der endgiiltige Anwender die
PTH-Formulierung in der Weise und der Menge, die
durch den Arzt verschrieben wird. Im Falle, wo ein
GefalR mit mehrfachen Dosierungen bereitgestellt
wird, sollte ein bakteriostatisches Mittel eingeschlos-
sen werden, und die Formulierung, die nach der Ver-
abreichung jeder Dosis zuriickbleibt, kann zur an-
schliefenden Verwendung innerhalb eines Zeitrah-
mens von mehreren Tagen gekuhlt werden.

[0027] Zusatzlich zu ihrer therapeutischen Verwen-
dung koénnen die vorliegenden PTH-Zubereitungen
formuliert und verabreicht werden, um in der medizi-
nischen Diagnose zu helfen, und insbesondere, um
beim Erstellen der Diagnose von Hypoparathyroidis-
mus und Pseudohypoparathyroidismus in Patienten
mit Hypokalzédmie zu helfen. AuRer der Dosis von
PTH wird die Zusammensetzung der PTH-Zuberei-
tung wie hierin beschrieben zur therapeutischen Ver-
wendung gleichbleiben. Eine intravends infundierte,
einzelne Dosis von humanem PTH (1-84) oder einem
PTH-Bioaquivalent, das 200 internationalen Einhei-
ten an PTH-Aktivitdt entspricht, ist fur diesen diag-
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nostischen Zweck geeignet. Die Diagnose wird dann
gemacht, indem die Wirkung des verabreichten PTHs
auf die cAMP-Spiegel im Urin bestimmt wird, wobei
eine cAMP-Erhdéhung den Zustand des Hypoparathy-
roidismus anstelle seiner Pseudoform anzeigt.

Beispiele

[0028] Wassrige PTH-Zubereitungen wurden zuerst
zum anschlieRenden Gefriertrocknen hergestellt, in-
dem humanes PTH (1-84) als Hormon, Mannitol als
Tragerstoff und eine Citratquelle als Puffermittel ge-
mischt wurden.

[0029] Als erster Schritt zum Erzeugen der Zuberei-
tungen wurden zwei wassrige Mischungen aus einer
sterilen 20%-igen (Gew./Vol.) injizierbaren Mannitol-
I6sung (British Pharmacopeia) zubereitet. Die
20%-ige Mannitollésung wurde (1) mit einer wassri-
gen Lésung von Zitronensaure vermischt, um eine
erste wassrige Mischung von 10 mM Zitronensaure
und 5 % Mannitol zu ergeben, und (2) mit einer wass-
rigen Natriumcitratmonohydratlésung, um eine zwei-
te wassrige Mischung von 10 mM Citrat und 5 %
Mannitol zu ergeben. Ldsungen mit eingestelltem
pH-Wert mit 5 % Mannitol wurden dann durch Vermi-
schen der Mischungen erhalten, in Volumen, die ge-
eignet sind, um eine 5%-ige Mannitollésung mit un-
gefahr pH 4 (+ 0,2) und eine 5%-ige Mannitollésung
mit ungefahr pH 6 (+ 0,2) zu ergeben.

[0030] Die 5%-igen Mannitolldsungen (pH 4 und pH
6) erhielten dann abgemessene Mengen von gefrier-
getrocknetem humanen PTH (1-84), das mikrobiell
hergestellt, gereinigt, und dann steril filtriert wurde,
bevor es gefriergetrocknet wurde. Abgemessene
Mengen des PTHs wurden dann zu den pH-4- und
pH-6-Lésungen mit 5 % Mannitol zugefugt, um Stock-
I6sungen zu erzeugen, die, wenn sie mit einem Volu-
men von 1,1 ml in Gefal3e gefillt wurden, Gefalde er-
gaben, die PTH in den folgenden pg-Mengen enthiel-
ten: 100, 250, 500, 1000 und 2500.

[0031] Zum Gefriertrocknen wurden Lésungen, die
PTH mit jeder der zubereiteten Konzentrationen ent-
hielten, aseptisch entweder per Hand oder durch ei-
nen automatischen Abfiiller in 1,1 ml Volumina in 5 ml
Glasgefale (USP-Typ 1) gefiillt, und dann in Schub-
fachern in einen sterilisierten, mit Stickstoff gereinig-
ten Gefriertrockner geladen, der auf -50°C vorgekuhit
war. Nach dem Laden und einer Vor-Gefrierzeit von 4
Stunden wurde die Gefriertrocknungskammer evaku-
iert, indem der Druck auf 0,26 mbar 1 Stunde lang re-
duziert wurde. Der primare Trocknungszyklus wurde
dann ausgeflhrt, der in einem schrittweisen Erwar-
men uber 30 Minuten von -50°C auf -10°C bestand,
wo die Gefalke fir 16 Stunden gehalten wurden. Der
zweite Trocknungszyklus wurde dann ausgefiihrt, der
in einer weiteren Erwarmung von -10°C auf 25°C bei
weiter reduziertem Druck von 0,05 mbar Gber drei

Stunden und dann in einem Halten bei dieser Tempe-
ratur und diesem Druck fur 16 Stunden bestand. Am
Ende des zweiten Trocknungszyklus wurde die Kam-
mer mit Stickstoff gereinigt und auf 0,85-0,95 bar ge-
bracht. Das Schubfach wurde dann angehoben, um
Gummistopsel in die Offnungen der GefaRe einzu-
bringen, und die Schubfacher der Gefale entfernt
und mit einem Aluminiumsiegel Uberkapselt, gefolgt
vom Druckausgleich.

[0032] Gefale, die die gefriergetrockneten PTH-Zu-
bereitungen enthielten, bei verschiedenen Konzent-
rationen und bei pH 4 oder pH 6, wurden dann bei
4°C und 37°C zur anschlieBenden Analyse zu ver-
schiedenen Zeitpunkten von 1, 2, 3, 6 und 9 Monaten
gelagert. Eine Analyse der Stabilitdt wurde durchge-
fuhrt, indem die abgefilite Zubereitung in 1,1 ml ste-
riles Wasser rekonstituiert wurde. Dies wurde er-
reicht, indem das Wasser durch den Gummistdpsel
injiziert wurde, und dann, nachdem eine Minute fur
die Rekonstitution gegeben wurde, die Lésung zur
Analyse entfernt wurde.

[0033] Ergebnisse der Stabilitadtsversuche werden
nachstehend im Kontext der verschiedenen verwen-
deten Tests, die benutzt wurden, um die Zubereitung
auszuwerten, berichtet:

Die Bioaktivitdt des PTH wurde gemessen unter Ver-
wendung des etablierten, auf Ratten-Osteosarkoma-
zellen (UMR 106)-basierenden Tests von PTH-stimu-
lierter Adenylatcyclaseherstellung. Protokolle fiir die-
sen PTH-Test werden von Rodan et al. berichtet in J.
Clin. Invest., 1983, 72:1511 und durch Rabbani et al.
in Endocrinol. 1988, 123:2709. Nach bis zu 9 Mona-
ten Lagerung wurde keine signifikante Verringerung
der PTH-Bioaktivitat bei entweder 4°C oder 37°C, bei
einer beliebigen PTH-Konzentration, oder bei entwe-
der pH 4 oder pH 6 beobachtet. Fig. 1 verdeutlicht,
mit einer angepassten Geraden zwischen den gemit-
telten Ergebnissen, die analytischen Ergebnisse flr
eine PTH-Zubereitung, die eine PTH-Dosis von 1000
Mg enthalt.

[0034] SDS-PAGE-Analyse der rekonstituierten
PTH-Zubereitungen, durchgeflihrt auf tbliche Weise,
zeigte gleichermallen keine signifikante Verringerung
der Reinheit wahrend der Lagerung bei jedem der
pH-Werte, Temperaturen und Lagerungstemperatu-
ren, die untersucht wurden, wie in Fig. 2 gezeigt.
Eine gewisse Verringerung der Reinheit zeigte sich
durch RP-HPLC-Analyse der rekonstituierten Formu-
lierung, aber nur bei der hdheren 37°C-Lagerungs-
temperatur (0,7 % Verringerung an Reinheit pro Mo-
nat Lagerung), wobei die 4°C-Lagerung keine signifi-
kante Verringerung der Reinheit durch Umkehrpha-
sen-HPLC (,reversed Phase HPLC") zeigte. Es wur-
de auch durch Immunoassay (Allegro) gezeigt, dass
die Stabilitdt des intakten PTH wahrend der Lage-
rungsdauer bei allen Konzentrationen, pHs und Tem-
peraturen, die untersucht wurden, konstant ist.
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[0035] Restfeuchte in der PTH-Zubereitung wurde
durch das Karl-Fischer-Standardverfahren bestimmt,
und zeigte an, dass der Wassergehalt aller gefrierge-
trockneten Zubereitungen unter 2 Gew.-%, und typi-
scherweise bei ungefahr 1 Gew.-% wahrend der La-
gerungsdauer blieb.

[0036] Der pH nach Rekonstitution zeigte keine sig-
nifikante pH-Anderung wéhrend des Gefriertrock-
nungs- und Lagerungsverfahrens, was bestétigt,
dass das Puffermittel sich nicht wahrend der Lyophi-
lisierung verflichtigt hatte. Zubereitungen, die auf pH
4 gepuffert waren, blieben bei pH 4 + 0,2, und die auf
pH 6 gepufferten blieben bei pH 6 + 0,4.

[0037] Die Geschwindigkeit und das Ausmal® der
Lésung der gefriergetrockneten Zubereitungen wur-
den untersucht. Alle Proben Iésten sich in 1,1 ml ste-
rilem Wasser innerhalb 1 Minute bei Raumtempera-
tur. Die maximale Zeit zum Auflésen, die beobachtet
wurde, war 0,5 Minuten fur die pH-4-Zubereitungen,
und 0,4 Minuten fir die pH-6-Zubereitungen. Weiter-
hin wurden keine Partikel nach der Rekonstitution
des gefriergetrockneten Pulvers bei jedem der
pH-Werte und bei jeder der Lagerungstemperaturen
beobachtet.

Patentanspriiche

1. Parathyroidhormonzubereitung, umfassend:
(a) eine medizinisch nutzliche Menge von humanem
Parathyoridhormon 1-84;

(b) einen Tragerstoff, der mit dem Hormon unter Er-
halt eines amorphen Kuchens co-lyophilisiert;

(c) ein nicht-flichtiges Puffermittel in einer Menge,
die ausreichend ist, um den pH der Zubereitung auf
einen pH innerhalb eines physiologisch vertraglichen
pH-Bereich einzustellen, wobei der pH-Bereich von
3,5 bis 6,5 betragt; und

(d) Wasser.

2. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 1, wobei der Tragerstoff Mannitol ist.

3. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 1 oder Anspruch 2, wobei das Puffermittel
eine Zitratquelle ist.

4. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 1, umfassend:

(a) humanes Parathyroidhormon 1-84 in einer Kon-
zentration innerhalb des Bereichs von 25 bis 250
pg/mL;

(b) Mannitol in einer Konzentration im Bereich von 3
bis 7 % (Gew./Vol.);

(c) Zitratpuffer in einer Menge, die ausreichend ist,
um den pH der Zubereitung auf einen pH innerhalb
des Bereichs von pH 3,5 bis pH 6,5 einzustellen; und
(d) Wasser.

5. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 4, wobei Mannitol in einer Konzentration in-
nerhalb des Bereichs von 4 bis 6 % (Gew./Vol.) vor-
handen ist.

6. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 4 oder Anspruch 5, wobei der Zitratpuffer in ei-
ner Menge vorhanden ist, die ausreichend ist, um
den pH der Zubereitung auf pH 6 + 0,4 einzustellen.

7. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 4 in Form einer gefriergetrockneten Zusam-
mensetzung, die nicht mehr als 2 Gew.-% Wasser
enthalt.

8. Parathyroidhormonzubereitung in Form einer
gefriergetrockneten Zusammensetzung umfassend:
(a) eine medizinisch nitzliche Menge von humanem
Parathyroidhormon 1-84;

(b) einen Tragerstoff, der mit dem Hormon unter Er-
halt eines amorphen Kuchens co-lyophilisiert;

(c) ein nicht-flichtiges Puffermittel in einer Menge,
die ausreichend ist, um den pH der Zubereitung auf
einen pH innerhalb eines physiologisch vertraglichen
pH-Bereichs von 3,5 bis 6,5 einzustellen; und

(d) Wasser.

9. Parathyroidhormonzubereitung nach  An-
spruch 8, wobei der Tragerstoff Mannitol ist.

10. Parathyroidhormonzubereitung nach An-
spruch 8, wobei das Puffermittel eine Zitratquelle ist.

11. Parathyroidhormonzubereitung nach An-
spruch 8, wobei die gefriergetrocknete Zusammen-
setzung nicht mehr als 2 Gew.-% Wasser enthalt.

12. Gefaly, das eine Parathyroidhormonzuberei-
tung nach einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 11
enthalt.

13. Kit, das verwendbar ist, um eine injizierbare
PTH-L&sung zu formulieren, die umfasst:
(a) mindestens ein erstes Gefal}, das eine Parathyro-
idhormonzubereitung wie in einem beliebigen der An-
spruiche 8 bis 11 definiert enthalt,
(b) mindestens ein zweites Gefal3, das steriles Was-
ser zum Rekonstituieren der Zubereitung zu einer in-
jizierbaren Lésung enthalt, und
(c) einen Zettel mit Anweisung zur Zubereitung einer
Formulierung davon.

14. Kit nach Anspruch 13, weiterhin umfassend
eine Vorrichtung zur Injektion der rekonstituierten
PTH-L&sung.

15. Verfahren zum Erhalten einer Parathyroid-
hormonzubereitung in Form einer gefriergetrockne-
ten Zusammensetzung umfassend:

(a) Kombinieren in Wasser von Parathyroidhormon,
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einem nicht-flichtigem Puffermittel und einem Tra-
gerstoff, der mit dem Hormon unter Erhalt eines
amorphen Kuchens co-lyophilisiert, und

(b) Unterziehen der sich ergebenden Lésung einem
Gefriertrocknungsverfahren, das ein Produkt ergibt,
das weniger als 2 Gew.-% Wasser einschlief3t.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Para-
thyroidhormonzubereitung in einer gefriergetrockne-
ten Zusammensetzung wie in mindestens einem der
Anspriche 8 bis 11 definiert ist.

17. Verfahren zum Erhalten einer Parathyroid-

hormonformulierung zur parenteralen Verabrei-
chung, umfassend:
(a) Rekonstituieren einer gefriergetrockneten Zube-
reitung nach einem der Anspriiche 8 bis 11 oder einer
Zusammensetzung, die im Verfahren der Anspriiche
15 bis 16 erhalten wird.

18. Verwendung der Parathyroidhormonzuberei-
tung nach mindestens einem der Ansprtche 1 bis 11
zur Zubereitung einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung zur Behandlung von Osteoporose.

19. Parathyroidhormonformulierung zur parente-
ralen Verabreichung, erhaltlich durch Rekonstituieren
der Parathyroidhormonzubereitung eines beliebigen
der Anspriiche 8 bis 11.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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