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DESCRIPCION
Formulaciones de LH liquidas
Campo de lainvencién

La invencion se refiere al campo de formulaciones farmacéuticas liquidas de hormona luteinizante (LH) asi como a
métodos para producir tales formulaciones.

Antecedentes de lainvencion

La hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del foliculo (FSH) y la gonadotropina coriénica (CG) son
proteinas inyectables que caen dentro de la clase de gonadotropinas. LH, FSH y CG se usan solas y en
combinacién en el tratamiento de infertilidad y trastornos reproductivos tanto en pacientes masculinos como
femeninos.

En la naturaleza, la FSH y la LH son producidas por la glandula pituitaria. Para uso farmacéutico, la FSHy la LH y
sus variantes se pueden producir recombinantemente (rfFSH y rLH), o se pueden producir a partir de orina de
mujeres postmenopausicas (UFSH y uLH).

La FSH se usa en pacientes femeninos en la induccién de la ovulaciéon (Ol) y en la hiperestimulacion ovarica
controlada (COH) para las tecnologias de reproduccién asistida (ART). En un régimen de tratamiento tipico para la
induccion de ovulacién, se le administra a un paciente inyecciones diarias de FSH o una variante de FSH (alrededor
de 75 a 300 IU de FSH/dia) durante un periodo de alrededor de 6 a alrededor de 12 dias. En un régimen de
tratamiento tipico para la hiperestimulacion ovarica controlada, se le administra a un paciente inyecciones diarias de
FSH o una variante de FSH (alrededor de 150-600 IU de FSH/dia) durante un periodo de alrededor de 6 a alrededor
de 12 dias.

La FSH se usa también para inducir la espermatogénesis en hombres que padecen oligospermia. Ha tenido éxito un
régimen que usa 150 IU de FSH 3 veces a la semana en combinacién con 2500 IU de hCG dos veces a la semana
consiguiendo una mejora en el recuento de esperma en hombres que padecen hipogonadismo hipogonadotréfico
(Burgues et al., 1997).

La LH se usa en pacientes femeninos en combinaciéon con FSH en Ol y en COH, particularmente en aquellos
pacientes que tienen muy bajos niveles de LH enddgena o resistencia a LH, tales como mujeres que padecen
hipogonadismo hipogonadotréfico (HH, grupo | de la WHO) o pacientes mayores (es decir, de 35 afios de edad o
mayores), y pacientes en las que es un problema la implantacion de embriones o un aborto espontaneo al inicio de
embarazo. La LH en combinacién con FSH ha estado disponible tradicionalmente en forma de una preparacion
denominada gonadotropinas menopausicas humanas (hMG) extraida de la orina de mujeres postmenopausicas. La
hMG tiene una relacion 1:1 de actividad de FSH:LH.

La CG actua en el mismo receptor que la LH y provoca las mismas respuestas. La CG tiene una semivida de
circulacion mas larga que la LH y se usa por lo tanto cominmente como fuente de larga actuacion de la actividad de
la LH. La CG se usa en regimenes de Ol y COH para imitar el pico de LH natural y desencadenar la ovulacion. Una
inyeccion de gonadotropina coriénica humana (hCG) se usa para desencadenar la ovulacién al final de la
estimulacion con FSH o una mezcla de FSH y LH. La CG se puede usar también junto con la FSH durante la
estimulacién para Ol y COH, para proporcionar actividad de LH durante la estimulacién en pacientes en los que es
deseable la actividad de LH, tales como los mencionados anteriormente.

FSH, LH y CG son miembros de la familia de la hormona de glicoproteina heterodimero que incluye también la
hormona que estimula el tiroides (TSH). Los miembros de esta familia son heterodimeros, que comprenden una
subunidad a y una B. Las subunidades se mantienen juntas por medio de interacciones no covalentes. El
heterodimero de FSH humana (hFSH) consiste en (i) una subunidad alfa de glicoproteina de 92 aminoacidos
madura, que también es comun a los otros miembros de la familia humana (es decir, gonadotropina coriénica (“CG”),
hormona luteinizante (“LH”) y hormona estimulante del tiroides (“TSH”); y (ii) una subunidad beta de 111
aminoacidos madura que es Unica de FSH (Shome et al., 1974 y 1988). El heterodimero de LH humana consiste en
(i) la subunidad alfa de glicoproteina de 92 aminoacidos madura; y (ii) una subunidad beta de 112 aminoacidos
madura que es Unica de LH (Keutmann et al., 1979; Talmadge et al., 1984; Fiddes & Talmadge, 1984). Las
subunidades alfa y beta de las glicoproteinas pueden tener tendencia a disociarse en las formulaciones, debido a
interacciones con un conservante, tensioactivo y otros excipientes. La disociacion de las subunidades conduce a la
pérdida de la actividad biologica (Reichert & Ramsey, 1975).

La FSH se formula para inyeccion intramuscular (IM) o subcutanea (SC). La FSH se suministra en forma liofilizada
(solida) en viales o ampollas de 75 IU/vial y 150 IU/vial con una duraciéon de alrededor de dos afios cuando se
almacena a 2-25°C. Se forma una disolucién para inyeccion reconstituyendo el producto liofilizado con agua para
inyeccion (WFI). Para la induccion de la ovulacion o hiperestimulacion ovarica controlada, se recomiendan
inyecciones diarias con dosis de partida de 75 IU a 600 IU durante hasta diez dias. Dependiendo de la respuesta del
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paciente, se puede usar hasta tres ciclos de tratamiento con dosis crecientes de FSH. Con las formulaciones
liofilizadas, se requiere que el paciente reconstituya un nuevo vial de material liofilizado con diluyente y se lo
administre inmediatamente después de la reconstitucion diariamente [Package insert N1700101A, publicado en
febrero de 1996, para Fertinex™ (urofolitropina para inyeccién, purificada) para inyeccidén subcutanea, por Serono
Laboratories, Inc., Randolph, MA].

La FSH se ha formulado también en formatos liquidos tanto de dosis unitaria como de multidosis, en viales o
ampollas. Los formatos de dosis unitaria deben permanecer estables y activos en el almacenamiento previamente a
Su uso.

Los formatos multidosis no solo deben permanecer estables y activos en el almacenamiento previamente a su uso,
sino que deben también permanecer estables, activos y relativamente libres de bacterias durante un periodo de
administracion de multiples dias, después de que el sello de la ampolla ha sido manipulado. Por este motivo, los
formatos multidosis contienen a menudo un agente bacteriostatico.

La LH se formula para inyeccion intramuscular (IM) o subcutanea (SC). La LH se suministra en forma liofilizada
(solida) en viales o ampollas de 75 IU/vial con una duracion de alrededor de dos afios cuando se almacena a 2-
25°C. Una disolucion para inyeccién se forma reconstituyendo el producto liofilizado con agua para inyecciéon (WFI).
Para la induccion de la ovulacidon o la hiperestimulacion ovarica controlada, junto con la FSH, se recomiendan
inyecciones diarias con dosis de partida de 75 IU a 600 |U de LH durante hasta alrededor de diez dias.

El documento EP 0 618 808 (Applied Research Systems ARS Holding N.V.) describe una composicion farmacéutica
que comprende una mezcla intima soélida de gonadotropina y una cantidad estabilizante de sacarosa sola o en
combinacién con glicina.

El documento EP 0 814 841 (Applied Research Systems ARS Holding N.V.) describe una composicion farmacéutica
liquida estable que comprende gonadotropina coriénica humana recombinante (hCG) y una cantidad estabilizante de
manitol.

El documento WO 2004/087213 (Ares Trading S.A.) describe un liquido y una composicion farmacéutica liofilizada
que comprende hormona estabilizante del foliculo (FSH) o una de sus variantes y/o hormona luteinizante (LH) o una
de sus variantes asi como un tensioactivo seleccionado de Pluronic® F77, Pluronic F87, Pluronic F88 y Pluronic
F68.

El documento WO 2004/112826 (Ares Trading S.A.) describe una composicion liofilizada que comprende hormona
estabilizante del foliculo (FSH) o una de sus variantes y hormona luteinizante (LH) o una de sus variantes asi como
un tensioactivo seleccionado de un polisorbato que incluye Tween 20, Tween 40 y Tween 80.

El documento WO 00/04913 (Eli Lilly and Co.) describe una formulacién que comprende FSH o una variante de FSH,
que contiene una subunidad alfa y beta, y un conservante seleccionado del grupo que consiste en fenol, m-cresol, p-
cresol, o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico, alquilparaben (metil, etil, propil, butil y similares), cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, deshidroxiacetato de sodio y timerosal, o sus mezclas en un diluyente acuoso.

El documento WO 2004/105788 (Ferring B.V.) describe una composicion farmacéutica que consiste en FSH y hCG
en por lo menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El documento EP 0 448 146 (AKZO N.V.) describe un liofilizado que contiene gonadotropina estabilizada que
comprende una gonadotropina y una cantidad estabilizante de una sal de acido dicarboxilico.

El documento EP 0 853 945 (Akzo Nobel N.V.) describe una formulacién que contiene gonadotropina liquida
caracterizada porque la formulacién comprende una gonadotropina y cantidades estabilizantes de un acido
policarboxilico o una de sus sales y de un compuesto de tioéter.

Subsiste una necesidad de formulaciones liquidas estables de LH o una variante de LH para administracion en dosis
unitaria o multidosis.

Sumario de la invencién

Es un objetivo de la invencién proporcionar formulaciones liquidas de LH o una variante de LH, métodos para su
preparacion, y métodos para su uso veterinario o farmacéutico en el tratamiento de trastornos de fertilidad.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una formulacién liquida de LH o una variante de LH que comprende
una preparacion purificada de LH o variante de LH, un tampén de fosfato y una cantidad estabilizante de arginina o
sus sales y/o lisina o sus sales, segun la reivindicacion 1.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la preparacién de una formulacion liquida
de LH o una variante de LH que comprende las etapas de a) formar una disolucién de LH o una variante de LH, y b)
afadir a dicha disolucion una cantidad estabilizante de arginina o sus sales y/o lisina o sus sales, y tampoén de
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fosfato, segun la reivindicacion 23.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona una forma de presentacién de una formulacion liquida de LH o una
variante de LH que comprende la formulacion liquida segun la invencién, herméticamente sellada en condiciones
estériles en un recipiente apropiado para almacenamiento previamente al uso segun la reivindicacion 22. El
recipiente puede ser una ampolla, un vial, una jeringuilla, o un cartucho.

En un cuarto aspecto, la invenciéon proporciona un articulo de fabricacion para uso farmacéutico humano, que
comprende material de envasado y un recipiente que comprende la formulacién liquida de LH o una variante de LH
segun la invencion y un agente bacteriostatico, en la que dicho material de envasado comprende una etiqueta que
indica que tal formulacion se puede mantener durante un periodo de veintiocho dias o mayor después del primer
uso.

Es un objetivo adicional de la invencidn proporcionar el uso de una formulacién liquida de LH o una variante de LH
segun la invencién en combinaciéon con formulaciones liquidas de FSH o una variante de FSH segun la
reivindicacién 26.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la comparaciéon de perfiles cromatograficos (por SE-HPLC) de formulaciones de r-hLH con
diferentes concentraciones (6, 12 y 24 ug/ml de r-hLH), recipientes (jeringuilla y cartucho) y volimenes de llenado
(0,25, 0,5 y 1 ml). Estas formulaciones, ademas de r-hLH, contienen tampén de fosfato, sacarosa, Tween 20,
metionina, alcohol bencilico, cloruro de benzalconio y agua para inyeccién. Las lineas de puntos corresponden a un
volumen de llenado de 0,25 ml; las lineas discontinuas corresponden a un volumen de llenado de 0,5 ml; y las lineas
negras a un volumen de llenado de 1 ml. (A) 6 pg/ml de formulaciéon de r-hLH en jeringuilla. (B) 6 pg/ml de
formulacion de r-hLH en cartucho. (C) 12 ug/ml de formulacién de r-hLH en jeringuilla. (D) 12 pg/ml de formulacién
de r-hLH en cartucho. (E) 24 pg/ml de formulacién de r-hLH en jeringuilla. (F) 24 pyg/ml de formulaciéon de r-hLH en
cartucho. Los picos a un tiempo de retencion de 8,5 minutos corresponden a los heterodimeros intactos
(subunidades alfa+beta unidas por un enlace no covalente), mientras que los picos a mas alto tiempo retencion
(alrededor de 9,5 minutos) corresponden a las subunidades libres. AU: unidad de absorbancia.

La Figura 2 muestra la comparacion del porcentaje de heterodimeros calculado por SE-HPLC en la formulacion con
y sin la combinacion de agentes bacteriostaticos, respectivamente SAC/500/24ugBACL_cart y SAC/500/24ug_cart.
(A) SE-HPLC realizada después de tres dias (3d) con almacenamiento a +40°C. (B) SE-HPLC realizada después de
ocho dias (8d), cuatro semanas (4w), seis semanas (6w), ocho semanas (8w) y trece semanas (13w) con
almacenamiento a +33°C.

Descripcion detallada de la invencién

Las formulaciones de LH liquida de la presente invencion tienen estabilidad o propiedades mejoradas o mas
apropiadas, y son utiles para el tratamiento de infertilidad en mujeres y/o hombres.

En una realizacion preferida las formulaciones liquidas de la invencion son para inyeccion subcutanea y/o
intramuscular.

La estabilidad o propiedades apropiadas de las formulaciones liquidas de LH o una variante de LH segun la
invencién se obtienen previniendo o reduciendo la pérdida de actividad o estabilidad, o mejorando cualquier aspecto
de la efectividad o deseabilidad de administracion, por ejemplo, por lo menos por una de modo, frecuencia, dosis,
confort, facilidad de uso, y similares.

La hormona luteinizante, o LH, como se usa aqui se refiere a la LH producida en forma de proteina madura
completa, que incluye, pero no esta limitada a LH humana o “hLH”, producida recombinantemente o aislada de
fuentes humanas, tales como la orina de mujeres postmenopausicas.

La expresion “variante de LH” se pretende que incluya aquellas moléculas que difieren en secuencia de
aminoacidos, patrén de glicosilacion o en unién entre subunidades de la LH humana pero que exhiben la actividad
de la LH.

El término “actividad” con relacién a LH, se refiere a la capacidad de una formulacién de LH o una formulaciéon mixta,
para provocar respuestas bioldgicas asociadas a LH, tales como el método de ganancia de peso de la vesicula
seminal (Van Hell et al., 1964). La actividad biolégica de LH se evaltua con respecto a un estandar aceptado para LH.

La medida de actividad se expresa en unidades internacionales por mililitro de disoluciéon (IlU/ml) o en mega
unidades internacionales por mililitro de disolucion (MIU/mil). (1 MIU/ml = 1.000.000 IU/ml). Una unidad internacional
se calcula como se describe en la Research Reference Reagent Note No. 35, publicada por el National Institute of
Health, Bethesda, Maryland.

La LH o una variante de LH se puede producir por cualquier método apropiado, tal como recombinantemente, por
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aislamiento o purificacion de fuentes naturales como puede ser el caso, o por sintesis quimica, o una de sus
combinaciones.

El uso del término “recombinante” se refiere a preparaciones de LH o una variante de LH que se producen por medio
del uso de una tecnologia de ADN recombinante (véase por ejemplo, el documento WO 85/01958). Un ejemplo de
un método de expresar LH usando tecnologia recombinante es por transfeccion de células eucariotas con las
secuencias de ADN que codifican una subunidad alfa y beta de LH, proporcionadas en un vector o en dos vectores
teniendo cada subunidad un promotor separado, como se describe en las patentes europeas nos. EP 0 211 894 y
EP 0487 512.

Otro ejemplo del uso de tecnologia recombinante para producir LH es por el uso de recombinacion homoéloga para
insertar un segmento regulador heterélogo en conexién operativa a secuencias enddégenas que codifican las
subunidades de LH, como se describe en la patente europea no. EP 0 505 500 (Applied Research Systems ARS
Holding NV).

La hormona de estimulacién del foliculo, o FSH, como se usa aqui se refiere a la FSH producida como proteina
madura completa que incluye, pero no esta limitada a FSH humana o “hFSH”, producida recombinantemente o
aislada de fuentes humanas, tales como la orina de mujeres postmenopausicas.

La expresion “variante de FSH” se desea que incluya aquellas moléculas que difieren en secuencia de aminoacidos,
patron de glicosilacion o unién inter-subunidades del FSH humana pero que exhiben actividad de FSH.

El término “actividad” con relacion a la FSH, se refiere a la capacidad de una formulacion de FSH o una formulacion
mixta, para provocar respuestas bioldgicas asociadas a FSH, tales como ganancia de peso ovarico en el ensayo de
Steelman-Pohley (Steelman et al., 1953), o crecimiento folicular en una paciente femenina. El crecimiento folicular
en un paciente femenino se puede evaluar por ultrasonidos, por ejemplo, respecto al nimero de foliculos que tienen
un diametro medio de o alrededor de 16 mm el dia 8 de estimulacion. La actividad biolégica se evalua con respecto
a un estandar aceptado para FSH.

Los ejemplos de variante de FSH incluyen CTP-FSH, una FSH recombinante modificada de larga actuacion, que
consiste en la subunidad a natural y una subunidad B hibrida en la que el péptido carboxiterminal de hCG se ha
condensado con el C terminal de la subunidad B de FSH, como se describe en LaPolt et al. (1992) o en Klein et al.
(2003). También esta incluida la CTP-FSH de cadena Unica, una molécula de una sola cadena, que consiste en las
siguientes secuencias (de N terminal a C terminal)

BFSH BhCG-CTP(113-145) aFSH

en la que BFSH significa la subunidad B de FSH, BhCG-CTP(113-145) significa el péptido carboxiterminal de hCG y
aFSH significa la subunidad a de FSH, como se describe por Klein et al., (2002).

Otros ejemplos de variantes de FSH incluyen moléculas de FSH que tienen sitios de glicosilacion adicional
incorporados en la subunidad a y/o 8, como se describe en el documento WO 01/58493 (Maxygen), particularmente
como se describe en las reivindicaciones 10 y 11 del documento WO 01/58493, y moléculas de FSH con enlaces S-
S inter-subunidad, como se describe en el documento WO 98/58957.

La FSH o variante de FSH se puede producir por cualquier método apropiado, tal como recombinantemente, por
asilamiento o purificacién de fuentes naturales segun sea el caso, o por sintesis quimica, o cualquiera de sus
combinaciones.

La FSH o variante de FSH usada segun la presente invencion se puede producir no solo por medios recombinantes,
incluyendo de células de mamifero, sino también se puede purificar de otras fuentes bioldgicas, tales como de
fuentes urinarias. Las metodologias aceptables incluyen las descritas en Hakola et al. (1997), Keene et al. (1989),
Cerpa-Poljak et al. (1993), Dias et al. (1994); Flack et al. (1994), Valove et al. (1994), patente de EE.UU. 3.119.740 y
patente de EE.UU. no. 5.767.067.

El término “administrar” o “administrando” quiere decir introducir una formulacién de la presente invencién en el
cuerpo de un paciente que la necesite para tratar una enfermedad o estado.

El término “paciente” quiere decir un mamifero que es tratado de una enfermedad o estado. Los pacientes son, pero
no estan limitados al siguiente origen, humano, ovino, porcino, equino, bovino, conejo y similares.

La expresion “diluyente acuoso” se refiere a un disolvente liquido que contiene agua. Los sistemas disolventes
acuosos pueden consistir solamente en agua, o pueden consistir en agua mas uno o mas disolventes miscibles, y
pueden contener solutos disueltos tales como azucares, tampones, sales u otros excipientes. Los disolventes no
acuosos mas comunmente usados son los alcoholes organicos de cadena corta, tales como, metanol, etanol,
propanol, cetonas de cadena corta tales como acetona, y polialcoholes tales como glicerol.
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Un “agente de isotonicidad” es un compuesto que es fisiolégicamente tolerado e imparte una tonicidad apropiada a
una formulacién para prevenir el flujo neto de agua a través de las membranas celulares que estan en contacto con
la formulacion.

Los compuestos tales como glicerina, se usan comunmente para tales propdsitos en concentraciones conocidas.
Otros agentes de isotonicidad apropiados incluyen, pero no estan limitados a, aminoacidos o proteinas (por ejemplo,
glicina o albumina), sales (por ejemplo, cloruro de sodio), y azucares (por ejemplo, dextrosa, sacarosa y lactosa).

El término “bacteriostatico” o “agente bacteriostatico” se refiere a un compuesto o composiciones afiadidas a una
formulacion para actuar como un agente antibacteriano. Una formulacién que contiene LH o una variante de LH
conservada de la presente invencion preferentemente cumple las pautas reguladoras o reglamentarias de
efectividad de conservacion para ser un producto multiuso comercialmente viable, preferentemente en seres
humanos.

Los ejemplos de bacteriostaticos incluyen fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico,
alquilparaben (metil, etil, propil, butil y similares), cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, deshidroacetato de
sodio y timerosal.

El término “tampdn” o “tampdn fisioldgicamente aceptable” se refiere a disoluciones de compuestos que se sabe que
son seguros para uso veterinario o farmacéutico en formulaciones, que tienen el efecto de mantener o controlar el
pH de la formulacién en un intervalo de pH deseado para la formulacién. Los tampones aceptables para controlar el
pH desde un pH moderadamente acido hasta un pH moderadamente basico incluyen, pero no estan limitados a,
compuestos tales como fosfato, acetato, citrato, arginina, TRIS, e histidina. “TRIS” se refiere a 2-amino-2-
hidroximetil-1,3-propanodiol, y a cualquiera de sus sales farmacolégicamente aceptable. Los tampones preferibles
son tampones de fosfato con disolucién salina o una sal aceptable.

La expresion “tampon de fosfato” se refiere a disoluciones que contienen acido fosférico o sus sales, ajustadas a un
pH deseado. Generalmente los tampones de fosfato se preparan a partir de acido fosférico, o una sal de é&cido
fosférico, que incluye pero no esta limitada a sales de sodio y potasio. Varias sales de acido fosférico son conocidas
en la técnica, tales como sales monobasicas, dibasicas y tribasicas de sodio y potasio. Se sabe que las sales de
acido fosférico estan en forma de hidrato de la sal dada. Los tampones de fosfato pueden cubrir un intervalo de pH
tales como de alrededor de pH 4 a alrededor de pH 10, y los intervalos preferidos de alrededor de pH 5 a alrededor
de pH 9, y un intervalo mas preferido de alrededor de 7,5 a alrededor de 8,5, lo mas preferentemente a o alrededor
de pH 8,0.

El término “vial” o "recipiente” se refiere ampliamente a un recipiente apropiado para retener LH y diluyente en un
estado estéril contenido. Los ejemplos de un vial como se usa aqui incluyen ampollas, cartuchos, envases blister, u
otros recipientes apropiados para suministro de la LH a un paciente via jeringuilla, bomba (incluyendo osmética),
catéter, parche transdérmico, pulverizador pulmonar o transmucosa. Los viales apropiados para envasar productos
para administracion parenteral, pulmonar, transmucosa o transdérmica son bien conocidos y reconocidos en la
técnica.

El término “estabilidad” se refiere a la estabilidad fisica, quimica y conformacional de la LH en las formulaciones de
la presente invencion (incluyendo el mantenimiento de la actividad bioldgica). La inestabilidad de una formulacién de
proteina puede estar causada por la degradacién quimica o agregacion de moléculas de proteina para formar
polimeros de orden superior, por disociacion de los heterodimeros en mondmeros, desglicosilacion, modificacion de
la glicosilacion, oxidacion (particularmente de la subunidad a) o cualquier otra modificacion estructural que reduce
por lo menos una actividad biolégica de un polipéptido de LH incluido en la presente invencion.

Una disolucién o formulacion “estable” es una en la que el grado de degradacién, modificacion, agregacion, pérdida
de actividad bioldgica y similares, de las proteinas en ella esta aceptablemente controlado, y no se incrementa
inaceptablemente con el tiempo. Preferentemente la formulacion retiene por lo menos alrededor de 80% de la
actividad de LH marcada durante un periodo de 6 meses a una temperatura de alrededor de 1-10°C, mas
preferentemente alrededor de 2-8°C, mas preferentemente alrededor de 4-5°C. La actividad de LH se puede medir
usando el bioensayo6 de ganancia de peso de la vesicula seminal.

El término “tratamiento” se refiere a la administracién, seguimiento, gestion y/o cuidado de un paciente para el que la
administracion de LH es deseable con el propdsito de la estimulacién testicular o folicular o de cualquier otra
respuesta fisiolégica regulada por la LH. El tratamiento puede incluir de este modo, pero no esta limitado a, la
administracion de LH para la induccién o mejora de la calidad del esperma, estimulacion de desprendimiento de
testosterona en un macho, o el desarrollo folicular o para induccién de la ovulacion en la hembra.

La expresion “uso multidosis” se desea que incluya el uso de una sola ampolla, vial o cartucho de una formulacion
de LH para mas de una inyeccion, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6 o mas inyecciones. Las inyecciones se efectian
preferentemente durante un periodo de por lo menos alrededor de 12 horas, 24 horas, 48 horas, etc.,
preferentemente hasta un periodo de o alrededor de 28 dias.
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Las inyecciones se pueden espaciar en el tiempo, por ejemplo, en un periodo de 6, 12, 24, 48 o 72 horas.

Una “sal” de una proteina es una sal de adicién de acido o base. Tales sales estan preferentemente formadas entre
uno o mas de los grupos cargados en la proteina y uno cualquiera 0 mas aniones o cationes no toxicos
fisiolbgicamente aceptables. Las sales organicas e inorganicas incluyen, por ejemplo, aquellas preparadas de acidos
tales como clorhidrico, sulfurico, sulfénico, tartarico, fumarico, bromhidrico, glicélico, citrico, maleico, fosforico,
succinico, acético, nitrico, benzoico, ascoérbico, p-toluenosulfénico, bencenosulfénico, naftalenosulfénico, propiénico,
carbonico, y similares, o por ejemplo, amonio, sodio, potasio, calcio o0 magnesio.

Se ha encontrado que un aminoacido seleccionado del grupo de arginina, lisina o una mezcla de una de sus sales
es un agente estabilizante apropiado para preparar una formulacioén liquida estable que comprende LH. Por lo tanto,
el primer aspecto de la invencion se refiere a una formulacidon de gonadotropina liquida que contiene hormona
luteinizante (LH) o una de sus variantes caracterizada porque dicha formulacién comprende una cantidad
estabilizante de arginina o sus sales y/o lisina o sus sales.

La concentracion de arginina o sus sales es de 10 mg/ml a 50 mg/ml, mas preferentemente de alrededor de 20
mg/ml a alrededor de 40 mg/ml, mas particularmente preferentemente de alrededor de 25 mg/ml a alrededor de 35
mg/ml, lo mas preferentemente alrededor de 31,5 mg/ml.

La concentracién de lisina o sus sales es de 10 mg/ml a 50 mg/ml, mas preferentemente de alrededor de 20 mg/ml a
alrededor de 40 mg/ml, mas particular y preferentemente de alrededor de 25 mg/ml a alrededor de 35 mg/ml, lo mas
preferentemente alrededor de 28,5 mg/ml.

La hormona luteinizante (LH) dentro de la formulacion liquida esta preferentemente presente a una concentracion de
alrededor de 1 a alrededor de 50 ug/ml de la formulacién total.

En una realizacion, la hormona luteinizante (LH) esta presente en una concentracién de alrededor de 1 a 15 pg/ml
de la formulacién total, en particular cuando se desea para un solo uso.

En una realizacién adicional, la hormona luteinizante (LH) esta presente en una concentracion de alrededor de 15 a
alrededor de 30 pg/ml de la formulacion total, en particular cuando se usa para uso multiple (multidosis).

La concentracion de LH en la formulacion es preferentemente de alrededor de 20 IU/ml a alrededor de 2.000 IU/ml,
mas preferentemente de alrededor de 50 a alrededor de 1.000 1U/ml, mas particular y preferentemente de alrededor
de 100 IU/ml a alrededor de 600 1U/ml.

Preferentemente la LH se produce recombinantemente, particular y preferentemente se produce en células de ovario
de hamster chino (CHO) transfectadas con un vector o vectores de expresion que comprenden ADN que codifica la
subunidad alfa de glicoproteina humana y la subunidad beta de LH. La codificacion de ADN de las subunidades beta
y alfa puede estar presente en los mismos o diferentes vectores.

La LH recombinante tiene varias ventajas sobre sus homélogas urinarias. Las técnicas de cultivo y aislamiento
usando células recombinantes permiten la consistencia entre lotes. En contraste, la LH urinaria varia enormemente
de lote a lote en caracteristicas tales como pureza, patron de glicosilacion, sililacion y oxidacion de las subunidades.
Debido a la mayor consistencia lota a lote y pureza de la LH recombinante, las hormonas se pueden identificar y
cuantificar facilmente usando técnicas tales como clasificacion isoeléctrica (IEF). La facilidad con la que se puede
identificar y cuantificar la LH recombinante permite el relleno de viales con masa de hormona (llenado por masa) en
lugar de relleno por bioensayo.

Preferentemente las formulaciones liquidas de la presente invencion tienen un tampén, preferentemente un tampoén
de fosfato, siendo los contraiones preferidos los iones sodio o potasio. Los tampones salinos de fosfato son bien
conocidos en la técnica, tales como la disolucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco. Las concentraciones de
tampon en la disolucion total pueden variar entre alrededor de 1 mM, 5 mM, 9,5 mM, 10mM, 50 mM, 100 mM, 150
mM, 200 mM, 250 mM y 500 mM. Preferentemente la concentracién de tampoén es de alrededor de 10 mM. Es
particularmente preferido un tampoén 10 mM de iones fosfato con un pH de alrededor de 8,0.

Preferentemente el tampdn se ajusta de tal modo que las formulaciones liquidas de la presente invencion tienen un
pH entre alrededor de 7,0 y alrededor de 9,0, mas preferentemente de alrededor de 7,5 a alrededor de 8,5,
incluyendo alrededor de pH 7,8, pH 8,0 y 8,2. La invencion se refiere a formulaciones liquidas de LH o una variante
de LH que puede ser de dosis unitaria o multidosis.

Las formulaciones de LH liquidas de la invencion que se desean para uso multidosis comprenden un agente
bacteriostatico, tal como fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico, alquilparaben (metil, etil,
propil, butil, y similares), cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, deshidroacetato de sodio y timerosal. Son
preferidos alcohol bencilico, fenol y combinaciéon de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio. El agente
bacteriostatico se usa en una cantidad que dara una concentracion que es efectiva para mantener la formulacion
esencialmente libre de bacterias (apropiada para inyeccion) durante el periodo de inyeccion multidosis, que puede
ser de alrededor de 12 a 24 horas o de alrededor de 12 a 14 dias, preferentemente de alrededor de 6 a alrededor de
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28 dias.

El agente bacteriostatico esta preferentemente presente en una concentracion de alrededor de 0,005 a alrededor de
15 mg/ml, mas preferentemente de alrededor de 0,01 a alrededor de 12 mg/ml. El agente bacteriostatico esta
preferentemente presente en una concentracion de alrededor de 0,1% (masa de bacteriostato/masa de disolvente) a
alrededor de 2,0%, mas preferentemente de alrededor de 0,2% a alrededor de 1,0%.

En el caso de alcohol bencilico, es particularmente preferida una concentracion de 0,9% o 1,2%. En el caso de fenol,
es particularmente preferida alrededor de 0,5%. En el caso de combinacion de alcohol bencilico y cloruro de
benzalconio, es particularmente preferida una concentracion de 0,3% y 0,001%, respectivamente.

Preferentemente las formulaciones de la invenciéon contienen un antioxidante, tal como metionina, bisulfito de sodio,
sales de acido etilendiaminotetraaético (EDTA), hidroxitolueno butilado (BHT), y anisol hidroxibutilado (BHA). La mas
preferida es metionina. El antioxidante previene la oxidacién de LH (particularmente la subunidad a).

El antioxidante, por ejemplo, metionina esta preferentemente presente en una concentracion de alrededor de 0,01 a
alrededor de 5,0 mg/ml, mas preferentemente de alrededor de 0,05 a alrededor de 0,5 mg/ml.

Preferentemente las formulaciones de la invencién contienen un tensioactivo. Preferentemente el tensioactivo se
selecciona del grupo de polisorbatos, en particular Tween 20 (polioxietileno (20) sorbitan monolaurato), Tween 40
(polioxietileno (20) sorbitan monopalmitato) y Tween 80 (polioxietileno (20) sorbitan monooleato). EI més preferido es
Tween 20, preferentemente a una concentracion de alrededor de 0,01 a alrededor de 10 mg/ml.

En una realizacion preferida las formulaciones de la invencién comprenden por lo menos 25 pug/ml de r-hLH, 1,65
mg/ml de Naz;HPO4, 0,104 mg/ml de NaH,PO4 H,0, 31,5 mg/ml de arginina monohidrocloruro, 0,05 mg/ml de Tween
20, 0,5 mg/ml de metionina y 5 mg/ml de fenol.

En otra realizacién preferida las formulaciones de la invencion comprenden por lo menos 25 pg/ml de r-hLH, 1,65
mg/ml de Na;HPO4 2H,0, 0,104 mg/ml de NaH,PO4 H,0, 28,5 mg/ml de monohidrocloruro de lisina, 0,05 mg/ml de
Tween 20, 0,5 mg/ml de metionina y 12 mg/ml de alcohol bencilico.

En otra realizacion preferida las formulaciones de la invencion comprenden por lo menos 25 pg/ml de r-hLH, 1,65
mg/ml de Na;HPO,4 2H,0, 0,104 mg/ml de NaH>PO4 H>0O, 28,5 mg/ml de monohidrocloruro de lisina, 0,05 mg/ml de
Tween 20, 0,5 mg/ml de metionina, 3 mg/ml de alcohol bencilico y 0,01 mg/ml de cloruro de benzalconio.

En una realizacién preferida la invencién proporciona una composicién farmacéutica liquida, para su uso en
multidosis, que comprende LH o una variante de LH, un agente estabilizante seleccionado del grupo de arginina,
lisina o una de sus mezclas o sus sales, y un agente bacteriostatico seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una
combinacioén de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio.

En una realizacion preferida adicional, la invenciéon proporciona un método para fabricar una composicion
farmacéutica liquida, para su uso en multidosis, que comprende formar una disoluciéon acuosa de LH o una variante
de LH, un agente estabilizante seleccionado del grupo de arginina, lisina, o una de sus mezclas o sus sales, y un
agente bacteriostatico seleccionado de alcohol bencilico, fenol y una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de
benzalconio, y WFI (agua para inyeccion).

En otra realizacion preferida mas, la invencién proporciona un método para fabricar una composiciéon farmacéutica
envasada que comprende dispensar una disolucion que comprende LH o una variante de LH, un agente
estabilizante seleccionado del grupo de arginina, lisina o una de sus mezclas o sus sales, y un agente bacteriostatico
seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una combinacion de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio.

En otra realizacion preferida mas, la invencion proporciona un articulo de fabricacion par uso farmacéutico humano,
que comprende un vial que comprende una disolucion de LH o una variante de LH, un agente estabilizante
seleccionado del grupo de arginina, lisina o una de sus mezclas o sus sales, y un agente bacteriostatico
seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio, y una
etiqueta que dice que tal disolucion se puede mantener durante un periodo de alrededor de veinticuatro horas o mas
después del primer uso. Preferentemente la etiqueta dice que la disolucion se puede mantener hasta alrededor de
12 0 14 dias después del primer uso.

Antes del primer uso, es decir antes de que se rompa el sello del vial, ampolla o cartucho, las formulaciones de la
invencion se pueden mantener durante por lo menos alrededor de 6 meses, 12 meses o0 24 meses.

En condiciones de almacenamiento preferido, antes del primer uso, las formulaciones se mantienen lejos de la luz
brillante (preferentemente en la oscuridad), a temperaturas alrededor de 2-8°C, mas preferentemente alrededor de 4-
5°C.

Como se advirtié anteriormente, la invencién proporciona formulaciones liquidas de LH o una variante de LH para
uso unitario y uso multidosis, que contienen un bacteriostatico. Las formulaciones de la invenciéon son apropiadas
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para uso veterinario o farmacéutico.

Como se advirtié anteriormente, en una realizacién preferida, la invencion proporciona un articulo de fabricacion, que
comprende material de envasado y un vial que comprende una disoluciéon de LH o una variante de LH, un agente
estabilizante seleccionado del grupo de arginina, lisina o una de sus mezclas o sus sales, un agente bacteriostatico
seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio,
opcionalmente con tampones y/u otros excipientes, en un diluyente acuoso, en la que dicho material de envasado
comprende una etiqueta que indica que dicha disolucion se puede mantener durante un periodo de veinticuatro
horas o mas después del primer uso.

Preferentemente las formulaciones de la invencién retienen por lo menos alrededor de 80% de la actividad de la LH
en el momento del envasado durante un periodo de 24 meses (antes del primer uso). La actividad de la LH se puede
medir usando el bioensayo5 de ganancia de peso de la vesicula seminal de rata.

Las formulaciones de la presente invencién se pueden preparar por un procedimiento que comprende mezclar LH o
una de sus variantes y una cantidad estabilizante de arginina o sus sales y/o lisina o sus sales, y opcionalmente un
agente bacteriostatico seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una combinacion de alcohol bencilico y cloruro de
benzalconio en forma de solidos o disolviendo LH o una de sus variantes y una cantidad estabilizante de arginina o
sus sales y/o lisina o sus sales, y opcionalmente un agente bacteriostatico seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y
una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio en un diluyente acuoso. La mezcla de componentes y
su disolucion en un diluyente acuoso se lleva a cabo usando procedimientos convencionales de mezcla y disolucion.
Para preparar una formulacién apropiada, por ejemplo, una cantidad medida de LH o variante de LH en disolucion
tamponada se combina con arginina o sus sales y/o lisina o sus sales y opcionalmente un bacteriostatico
seleccionado de alcohol bencilico, fenol, y una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio en una
disolucion tamponada en cantidades suficientes para proporcionar la proteina, arginina o sus sales y/o lisina o sus
sales y el opcional bacteriostatico en las concentraciones deseadas. La disolucion resultante se dispensa a
continuacién en viales, ampollas o cartuchos. Las variaciones de este procedimiento serian reconocidas por uno de
experiencia media en la técnica.

Por ejemplo, el orden en el que se afiaden los componentes, si se usan aditivos adicionales, la temperaturay pH a la
que se prepara la formulacién, son todos los factores que pueden ser optimizados para la concentracion y medios de
administracion usados.

En una realizacién preferida, las formulaciones de la invencion se hacen preparando disoluciones patrén individuales
de concentracion conocida de todos los componentes de la formulacion (por ejemplo, tampén de fosfato de sodio,
arginina o sus sales y/o lisina o sus sales, Tween 20, metionina, LH), y tomando alicuotas de cantidades
volumétricas para formar una “disolucién madre” de la misma composicion que la formulacion final. La “disolucion
madre” se filtra preferentemente a través de una membrana de PDF de 0,22 micréometros Duropore® (Millipore),
para retirar microorganismos, y a continuacion se dispensan las alicuotas en recipientes individuales, tales como
viales, ampollas o cartuchos.

Las formulaciones de la presente invencidon se pueden usar en combinacién con formulaciones que comprenden
FSH o una variante de FSH (por ejemplo, Gonal-F®).

Las formulaciones de la presente invencion se pueden administrar usando dispositivos reconocidos. Los ejemplos
que comprenden estos sistemas de un solo vial incluyen dispositivos de pluma de inyeccion para suministro de una
disolucion tales como EasyJect®, Gonal-F® Pen, Humaject®, NovoPen®, B-D®Pen, AutoPen® y OptiPen®.

Los productos reivindicados en este momento incluyen material de envasado. El material de envasado proporciona,
ademas de la informacion requerida por las agencias reguladoras, las condiciones en las que se puede usar el
producto. Para el producto en disoluciéon de un solo vial la etiqueta indica que tal disolucién se puede almacenar
después del primer uso durante un periodo de veinticuatro horas o mas, preferentemente durante hasta 12 o 14
dias. Los productos reivindicados en este momento son utiles para uso farmacéutico humano.

Los siguientes ejemplos se proporcionan meramente para ilustrar adicionalmente la preparacion de las
formulaciones y composiciones de la invenciéon. No se interpretara que el alcance de la invencion consiste
meramente en los siguientes ejemplos.
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Producto

Fabricante

r-hLH a granel

Laboratoires Serono SA

Monohidrocloruro de L-arginina

Merck, cédigo 101544

Cloruro de benzalconio

Fluka, codigo 12063

Alcohol bencilico

Merck, cédigo 100987

m-Cresol

Merck, cédigo 809691

L-glicina

Merck, cédigo 500190

Monohidrocloruro de L-lisina

Merck, cédigo 105701

Metionina

Merck, cédigo 105707

Fenol

Merck, cédigo 100200

Acido ortofosforico 85% (Ph Eur, BP, NF)

Merck, cédigo 100563

Hidréxido de sodio

Merck, cédigo 106498

Hidrogenofosfato de disodio dihidrato

Merck, cédigo 106580

Dihidrogenofosfato de sodio monohidrato

Merck, cédigo 106346

Sulfato de sodio anhidro

Merck, cédigo 1006649

Sorbitol Sigma, codigo S-1876
Sacarosa Merck, cédigo 107653
Trehalosa Merck, cédigo 108216
Tween 20 Merck, cédigo 822184
Agua miliQ

El siguiente estudio evalué los siguientes parametros para un gran numero de formulaciones:

. Investigacién de agentes estabilizantes y/o bacteriostaticos

. Compatibilidad con formulaciones de FSH

. Compatibilidad con el envasado primario

. Perfil de estabilidad después del almacenamiento

Las formulaciones eran formulaciones liquidas monodosis y multidosis. Se evaluaron los siguientes seis agentes

estabilizantes:

. Monohidrocloruro de L-arginina (ARG o arginina en los ejemplos)

. Monohidrocloruro de L-lisina (LYS o lisina en los ejemplos)

Trehalosa (TRE)

. L-glicina (GLY o glicina en los ejemplos)
. Sacarosa (SAC)

. Sorbitol (SOR).
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Se evaluaron los siguientes cuatro agentes bacteriostaticos para las formulaciones multidosis:
. Alcohol bencilico (BA).

. m-Cresol (mCr).

. Fenol (Phe).

. Combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio (BACL).

Ejemplo 1 — Investigacién de agentes estabilizantes para formulaciones monodosis

Se analizaron seis agentes estabilizantes (sacarosa, arginina, glicina, lisina, sorbitol y trehalosa) para dar
formulaciones monodosis estables. Las formulaciones analizadas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de varias formulaciones monodosis de r-hLH que contienen diferentes agentes estabilizantes.

omponentes | SACI250 | ARGI25D | GLY/250 | LYSI250 | SOR/250 | TRE/250
r-hlH agranel G ug G g 6 ug 8 g 8 yug 6 ug
Ma,HPO, 1.65 mg 1.65mg 1.65 my 1.65mg 1.65 my 1.65mg
2H;0
NathP0O, 0104mg | 0.104my | 0104 mg | 0.104mg | 0104 mg | 0.104 my
H,O
Metionina 250 pg 250 ug 250 ug 250 ug 250 ug 250 ug
Tween 20 50 pg 50 pg 50 g 50pg 1 50yg 50 g
Sacarosa 105 mg - - - - -
Arginina - 33 mg - - - -
Glicina . - - 23 mg - - -
Lisina - - - 28 mg - -
Sorbitol - - - - 56.5 mg -
Trehalosa - - - ~ ~ 106 mg
WFI q.s. hasta 1 ml {q.s. hasta 1 ml | q.s. hasta 1 ml {q.s. hasta 1 ml|q.s. hasta 1 ml | q.5. hasta 1 ml

q.s. =cantidad suficiente

Se prepararon alrededor de 40 ml de cada disolucién, se filtraron a través de una membrana de 0,22 ym en un
recipiente de acero inoxidable de 22 ml, y se almacenaron a 2-8°C, +25°C y 40°C en tubos de plastico de 15 ml. Las
disoluciones se analizaron para ver el contenido de proteina (por SE-HPLC), las formas oxidadas (por RP-HPLC),
agregados (por SE-HPLC) y la formacién de subunidades (cualitativamente, por SE-HPLC) hasta 1 mes. Los
resultados del panel completo de los analisis aplicados a este conjunto de formulaciones se dan en las Tablas 2 a 5.
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Tabla 2. Pureza por SE-HPLC ({temperatura de almacenamiento: +40°C)

1z % de heterodimeros % de subunidades libres % de agregados

Formulacion  Fy=g | 1-id | T=ad | 150 | T=1d | T=dd | 70 [ T=1d | T-4d
SALR2B0 96,37 16227 1 5061 0,00 | 33,71 1 4504 3,63 4,02 4,36
GLY/ZED 95,29 | 566,55 14255 | 0,00 | 3642 | 54,04 4,71 6,43 3,42
ARGIZE0 85,82 15628112380 0,00 ¢ 3983 | 71,53 4,18 727 4,68
LYG/250 5,66 6346 3655 0,00 | 3257 | 59,85 4,35 4,18 3,60
SOR/250 8555 | 66,87 14157 1 0,00 | 29684 | 53,95 4,45 4,49 4,49
TREZ50 92,73 | 65822 142411 0,00 | 3262 | 48,63 7.8 9,16 8,87

T=tiempo; d=dia(s)

Tabla 3. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +25°C)

L % de heterodimeros % de subunidades libres %'de_mados
Formulaclon [™=0 | T=7d | T-1M | T=0 | T=7d | T=iM | T=0 | T=7d | T=1M
SALIZE0 96,37 | 86,52 | 81,88 1 0,00 — 12,34 3,63 13,48 5,68
i GLYI250 95,29 | 9741 | 7862 | 000 e 18,64 471 2,58 2,84
ARG2E0 95 82 {9801 ] 80,80 | 0,00 -— 16,15 4,18 2,00 3,06
_ LYE250 895,60 1 99,20 | 80,83 | 0,00 o 17,19 4,35 0,81 1,99
SOR250 85,505 180,63 | 2645 | 0,00 18,72 72,27 4,45 0,66 1.28
THRERB0 92,73 18520 74,86 | 0,00 — 17.24 7.28 4,71 7.91
M =mes

Tabla 4. % de formas oxidadas por RP-HPLC

Formulacién 12 dias {+48°C) 1 mes{+25°C)
SAC250 1,62 21,84
GLY/Z280 146 n.a.
ARG250 6,26 9,59
LY&/250 6.68 4,80
SORRS0 6,62 24,58
TRE/250 19.95 10,45

n.a. =no disponible

Tabla 5. contenido de r-hLH por SE-HPLC

Formulacion T=0 T=1d (+40°C) 1 T=4d (+40°C) T=0 T=1M {+25°C)
SACG/250 5,50 4,20 4,50 5,50 5,40
GLY/260 6,10 5,10 5,10 6,10 5,03
ARG/ZED 6,30 5,70 6,40 6,30 6,33
Lyg/zbo 6,00 4,80 5,50 6,00 6,02
SOR/250 5,30 4,80 5,10 5.30 4.93
TRE{Z50 5,46 4,80 5,40 5,40 5,23

Basado en estos resultados, se seleccionaron sacarosa, lisina y arginina como los mejores excipientes para ser
investigados adicionalmente para ver su compatibilidad con una cantidad creciente (de 250 pg/ml y 500 pg/ml) de
metionina como antioxidante. La composicion de las disoluciones analizadas se da en la Tabla 6. Se debe advertir
que estas disoluciones han sido preparadas ex novo.
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Tabla 6. Composicidon de formulaciones monodosis de r-hLH que contienen los agentes estabilizantes seleccionados
y diferentes cantidades de metionina.

g:m&‘;r:;':rffs SAC/250 | ARG/250 | LYS/250 | SACIHS00 | ARG/500 | LYS/500
r-ht.H a granel 64y 6 pg € ug 6 pg 6 ug B ug
Na;HPO, 1.65 mg 1.65 mg 1.65 mg 1.65 my 1.65 myg 1.65 mg
2H,0
NaH,PO, 0104mg ¢ 0104 mg | 0404 mg | 0104 mg | 0.104 mg | 0104 mg
HO
| Metionina - 250 ng 250 ug 250 pg S00pg | 500 g 500 g
Tween 20 50 ug 50 g 50 yg 50 pg 50 ug 50 1g
Sacarosa 1056 mg - - 105 mg - -
Arginina - 33 mg - - 33 mg -
Lisina - - - 28 mg - - 28 mg
WFI q.s. hasta 1 mlj g.s. hasta 1 ml | q.s. hasta 1 mliq.s. hasta 1 ml§ q.s. hasta 1 ml {q.s. hasta L ml

Se prepararon alrededor de 100 ml de cada disolucion, se filtraron a través de una membrana de 22 ym en un holder
de acero inoxidable de 22 ml, y se introdujeron en jeringuillas de vidrio de 1 ml para analizar también la
compatibilidad entre la substancia farmaco y el recipiente final (jeringuilla de vidrio de 1 ml + pistén). Las jeringuillas
se almacenaron a 2-8°C, +25°C, +33°C y +40°C. La temperatura de almacenamiento de +33°C se introdujo para
tener un compromiso entre una cinética de degradacién demasiado rapida (+40°C) y demasiado lenta (+25°C). Las
disoluciones se analizaron para ver el contenido de r-hLH (por SE-HPLC), formas oxidadas (por RP-HPLC),
agregados (por SE-HPLC) y formacién de subunidades (cualitativamente por SE-HPLC) hasta 2-3 meses.

Los resultados del panel completo de andlisis aplicado a las formulaciones descritas en la Tabla 6 se dan en las
Tablas 7 a 11.

Tabla 7. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +40°C)

. r % de heterodimeros i % de subunidades libres | %0 de agregados % de heterodimeros
Formulacion {2-8°C}

T=0 T=4d T=0 T=44 T=0 T=44d T=0 T=13w

SAC/2Z50 99,12 38,98 — 86,29 | 0,89 0,74 99,12 97,96
ARG/250 98,30 9,16 —~ 90,03 1,70 0,83 98,30 99,23
LYS/250 98,59 18,27 — 81,02 1,41 0,72 98,59 895,69
SAC/500 99,34 33,96 — 64,11 0,66 1,93 99,34 $8,66
ARGIS00 98,41 13,48 o 85,94 1,58 0,67 08,41 59,36
LYS/500 98,72 | 28,07 — 69,89 1,22 1,05 98,72 98 68

YW = semanas

Tabla 8. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +33°C)

Formulacién % de heterodimeros % de subunidades libres
T=0 | 7=6d { T=dw ! T=06w | T=8w 1 T=0 | T=6d | T=4dw | T=Bw | T=8Bw
SACH25) | 99,12 1 68,751 65,46 | 64,82 | n.a. — (2925} 4604 | 3243 | na.
ARG/250 [ 9B,30 | 6503 {3968 | 37,00 31,371 — 32204 58,05 | 61,22 | 63,80
LYS/250 08,52 | 748615395 |146,28 143231 — |2359 ] 4442 | 5258 | 5500
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Formulacién % de heterodimeros % de subunidades libres

T={ T=6d | T=dw | T=6w | T=Bw | T=0 T=6d { T=dw | T=b6w | T=Bw
_ SACS00 99.34 17126 14314 | 2777 | na — 27,121 50,74 | 5234 n.a.
ARGIEQD 9841 { 67,04 | 38,04 | 32,62 | 25,34 e 31,14 | 58.48 | 85,37 YG.BT
LY /500 QB.72 17403 | 52,81 | 49,17 | 43,88 — 24,88 | 4507 | 49,04 | 53,24
Formulacién %o de agregados

T5h T=60 T=dw TEw T=Bw

SACH50 0.89 1,01 na. 2,70 na,
ARGI2ED 1.70 277 226 1,74 4,74
LY &/250 1,41 145 1,64 1,14 1,69
SACHR0D 0,66 1,63 19,90 6,12 na.
ARGIS00 1,58 1,83 3,48 2,02 3,86
LYS/500 1,22 1,09 2,12 1,79 2,85

Tabla 9. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +259C)

‘ . x % de heterodimeros |% de subunidades libres % de agregados
Formulacion |25 | T=aw | T-éw | T=0 | T=dw | T=8w | 720 | T=4w | T=5W
SAC/250 9912 | 98,361 76,81 — — 2108 (.89 1,65 2,15
| ARG/25D ag.30 | 79,80 ¢ 73.39 — 17,89 | 23,99 1,70 2,32 2,63
LYS/250 98,59 | 84,151 77.60 — 13,78 | 21,23 1,41 fn.a. 1.18
SAC/E00 99,34 | na. 61,24 - n.a. 33,50 0,66 n.a. 5,26
ARG/AQ0 aB 41 | na, 69,45 —_ na. 27,93 1.59 n.a. 2,63
LY3S/500 88,72 | na. 78,56 — n.a. 19,81 1,22 na. 1,64
Tabla 10. % de formas oxidadas por RP-HPLC
lFbrmuIacién 4 dias B semanas 4 semanas 6 semanas
{(+40°C) (+25°C) {+33°C} {(+33°C)
SACI250 8,13 7,32 9,72 20,13
SACH00 17,37 35,78 39,12 45,93
ARGR5E0 6,29 5,96 9,72 7,02
ARGIS00 4,69 5.67 6,69 8,10
LYS/250 524 505 8,00 8,63
LYS3/R00 3,25 4,02 5,71 6,84

Tabla 11. contenido de r-hLH por SE-HPLC

\ . r . T=4dias | T=8semanas; T=4 semanas |T=6 semanas ;=8 semanas
| Formulacion 1§ T=0 | (40°C) | (r25°C) | (+33°C) | (433°C) | (+33°C)
SAC2H0 5,03 3.069 5,09 5.4 4,74 n.a.
SACHE00 6,27 4,92 6,00 5,96 5,83 5,20
ARG250 5,90 3,74 5,80 5,63 5,34 5,17
ARGIHND 5,00 3,36 4,25 5,05 n.a. n.a.
LY8/250 6,14 4,54 5,74 5,83 5,58 5,84
LYS/500 5,08 3,91 5,61 5,73 5,49 5,48

Basado en estos resultados, la sacarosa mostré6 una mas alta compatibilidad con 250 pg/ml de metionina, la lisina

con 500 pg/ml de metionina y la arginina con ambas concentraciones de metionina.

Ejemplo 2 — Compatibilidad de formulaciones liquidas monodosis de r-hLH con formulacién liquida multidosis de

FSH.

En vista de los resultados descritos en el Ejemplo 1, las formulaciones descritas en la Tabla 6 se mezclaron con una
formulacion de FSH (es decir, formulacion liquida multidosis de Gonal-F®) y se analizaron después de 24 h de
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contacto a 25°C segun los métodos a continuacion:

- RP-HPLC para las formas oxidadas de la subunidad a de r-hLH y r-hFSH (en la Tabla 12 se dan las formas
no oxidadas en % de pureza)

- SE-HPLC para la cuantificacion de los agregados.
5 - RP-HPLC para la titulacion de r-hFSH y r-hLH
- Bioensayo in vivo de r-hFSH y r-hLH

- SDS-PAGE para las subunidades libres de r-hFSH y r-hLH y la cuantificacion de agregados (datos no
dados),

- Aspecto visual.

10  Los resultados se dan en las Tablas 12 a 14.

Tabla 12. Pureza por RP-HPLC y % de agregados por SE-HPLC

Formulacién % de pureza %o de agregados
T=0 T=24 h T=0 T=24 h
SAC/2E0 98,53 98,61 0,00 0,00
ARG/250 97,29 86,17 0,00 0,72
LY3/250 97.81 97,73 0,00 0,37
SAC/E00 98,50 98,17 0,00 0,39
ARG/G00 97.75 97,47 0,00 0,88
LYS/S00 97.04 96,74 3,00 0,33
h = horas
Tabla 13. Contenido de FSH y LH
Formulacién contenido de r-hFSH* contenido de r-hLH”
T=0 T=24 h =0 T=24h
SAC/250 16,14 16,14 3,67 3.81
ARGI250 15,45 16,01 4,15 4,21
LYS/250 15,35 15,68 4.07 4,16
SAC/500 16,25 16.91 37N 3,70
ARG/E00 18,03 15,80 4,15 4,06
LY&/500 15,46 15.69 4.05 4,17

* FSH tedrico : 200 1U=15,48 pg/ml, " LH tedrico : 100 IU=4 pgimt

Tabla 14. Bioensayo

F lacid actividad de r-hFSH actividad de r-hLH
ormtfacion T=0 T=24 h =0 T=24 h
SAG/250 174,60 183,70 108,00 109.00

Todas las formulaciones monodosis analizadas eran compatibles con la formulacién multidosis de Gonal-F® ya que
no habia:

. Pérdida de contenido de FSH y LH,
15 . Oxidacién,
. Agregacion y disociacion de subunidades libres (por SDS-PAGE)
. Pérdida de bioactividad de LH y FSH.
Ejemplo 3 — Estudio de estabilidad de formulaciones liquidas monodosis.

En base a los resultados de los ejemplos previos, las formulaciones descritas en la Tabla 6, excepto las que
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contienen arginina, se prepararon a dos concentraciones diferentes de r-hLH (6 pg/mly 12 pyg/ml), se almacenaron a
2-8°C y +25°C y se analizaron segun un riguroso plan de estabilidad y segun los siguientes métodos analiticos:

. RP-HPLC para el contenido de LH

. RP-HPLC para las formas oxidadas de la subunidad a
. SDS-PAGE para los agregados y subunidades libres

. Bioensayo

. pH de la disolucién

. Aspecto visual.

Se realiz6 un analisis estadistico de los resultados de todos los parametros que se identificaron como indicadores de
la estabilidad con la ayuda del software Stabileo 1.1.

Concentracion de r-hLH (por RP-HPLC) al almacenar a 2-8°C y 25+2°C

No se observé pérdida estadisticamente significativa de concentracién de proteina para las formulaciones después
de 6 meses de almacenamiento a 2-8°C cualquiera que fuese la concentraciéon de r-hLH (6 pg/ml y 12 pg/ml). Se
observo una disminucion comun de 0,4 pg/mes después de 6 meses de almacenamiento a 25+2°C.

Bioactividad de r-hLH (bioensayo) al almacenar a 2-8°C y 25+2°C

No se observé pérdida relevante de actividad para las formulaciones después de 6 meses de almacenamiento a 2-
8°C cualquiera que fuese la concentracion de r-hLH (6 pg/ml y 12 pg/ml).

% de subunidades y agregados por SDS-PAGE

El porcentaje de agregados por SDS-PAGE permanece por debajo del 2% para ambas concentraciones después de
6 meses de almacenamiento a 2-8°C y 25°C. El porcentaje de subunidades por SDS-PAGE permanece por debajo
del 2% para ambas concentraciones después de 6 meses de almacenamiento a 2-8°C. Se observé una disminucion
comun de alrededor del 5%/mes después de 6 meses de almacenamiento a 25°C+2°C.

% de formas oxidadas por RP-HPLC

Se midié un incremento de alrededor de 0,4%/mes después de 6 meses de almacenamiento a 2-8°C y un
incremento en el intervalo 0,6-1,4%/mes a 25°C+2°C.

pH y aspecto

No se observé cambio en el aspecto (color, transparencia, particulas visibles) ni en el pH durante la fabricacién y en
el almacenamiento.

Ejemplo 4 — Compatibilidad de los agentes estabilizantes y bacteriostaticos para formulaciones multidosis.

Se analizaron seis agentes estabilizantes (sacarosa, arginina, glicina, lisina, sorbitol y trehalosa) para ver la
compatibilidad con agentes bacteriostaticos para suministrar formulaciones multidosis estables. Las formulaciones
analizadas se resumen en la Tabla 15.

Tabla 15. Composicion de varias formulaciones multidosis de r-hLH que contienen diferentes combinaciones de
agentes estabilizantes y bacteriostaticos.
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Componentes SAC/250 SACI250 SAC/250 | ARG/250 | ARGI250 | ARGI250
Cantidad/ml BA mGr Phe BA mir Phe
r-hi.H a granel 25 ug 25 g 25 ug 25 yg 25 g 25 14

Na;HPO, 2H,0 | 1.65mg 1.65 mg 1.65 mg 1.65 mg 1.65 mg 1.656 mg
NeH:PO. H,O | 0.104mg | 0.10dmg | 0.10dmg {0104 g ¢ 0104 mg | 0.104 mg |

Metioning 250 pg 250 ug 250 g 250 pg 250 ua 250 ug

Tween 20 50 ug 50 g 50 ug 50 g 50 ug 50 pg
Sacarosa 105 mg 105 my 1056 mg - - -

Arginina - - - 33 myg 33 mg 33 mg
Alcohol bencilico 0.90% - - (.90% - -
m-Cresol - 0.30% - - 0.30% -

Fenol . - 0.50% - - 0.50%

WF| q.s. hasta 1 mi {9:s. hasta 1 ml | q.s. hasta 1 ml jg.s. hasta I'mlf g.s. hasta 1 mil lg.s. hasta 1'ml

Componentes LYSE0 ¢ LYS/RZ250m | LYSRS0 | SORMZED | SOR/Z58 SORI250

Cantidad/ml BA Cr Phe BA mGr Phe
r-ht i+ a granel 75 g 25 ug 25 g 25ug 25 g 25 ug
Na PO, 2H0 | 1.65mg | 1.65 my 165mg | 165mg | 1.65mg 1.65 my
NarPOs H;Q | 0,104 mg | 0104 mg | 0104 mg [ 0.10d mg | 0.10d mg | 0.104 mg

Metionina 250 ug 250 1g 250 ug 250 pg 1 250yug 250 ug
Tween20 | 50pg 86 g 50 ug 50 ug 50 g 20 pg
Lisina 28 mg 28 mg 28 my - - -
Sorbitol - - - 56.5 mg 56.5 mg 56.5 mg
Alcohol bencilico 0.80% - - 0.90% - -
m-Cresol - 0.30% - - 0.30% -
Fenol - - 0.50% - - 0.50%
W g.s. hasta 1 ml {g.s. hasta 1 ml jq.s. hasta'l ml |g.s. hasta 1'ml| q.s. hasta 1 ml | q.s. hasta 1'ml
Componentes GLY250/ | GLY/250/ | GLY2501 | TRE/250/ | TRE/250] | TRE[250/
Cantidad/ml BA mCr Phe BA mQr Phe
-hil.H a granel 25 yy 25 u4g 25 ug 25 g 25 ug 25 yg

Na,HPO, 2HO | 1,65 mg 1.65 my 1.65mg 1.65 mg 1.656 mg 1.65 mg
NeHPO. HO | 0.10dmg ¢ 0.10dmg | 0.104mg | 0104 mg | 0.104 mg | 0.104 mg

Metionina 250 pg 250 ug 250 ug 250 ug 250 pg 260 ug
Tween 20 50 g 50 pg 50 pg 50 pg 50 ug 50 pg
Glicina 23 mg 23 mg 23 my - - -
Trehalosa - - - 166 mg 106 mg 106 mg
Alcohol bencilico {.90% - - 0.90% - -
m-Cresot - 0.30% - - 0.30% -
Fenol - - 0.50% - - 0.50%
WFI| g.s. hasta 1 ml f g.s. hasta 1 ml {q.s. hasta 1 ml }q.s. hasta 1 mIJ g.s. hasta 1 ml {q.s. hasta 1 m

Se prepararon alrededor de 40 ml de cada disolucidon, se filtraron a través de una membrana de 0,22 ym y se
almacenaron a 2-8°C, +25°C y +40°C en tubos de plastico de 15 ml. Las disoluciones se analizaron para ver su
contenido de proteina (por HPLC de exclusion de tamafios, SE-HPLC, datos no mostrados), formas oxidadas (por
HPLC en fase inversa, RH-HPLC), agregados (por SE-HPLC) y formacién de subunidades (cualitativamente por SE-
HPLC) hasta 1 mes. Los resultados del panel completo de analisis aplicados a este conjunto de formulaciones se
dan en las Tablas 16 a 18. Todas las disoluciones que contenian m-Cresol (mCr) se volvieron opalescentes
inmediatamente después de la preparacion, debido a una incompatibilidad entre el agente bacteriostatico y el
tensioactivo (Tween 20).
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Tabla 16. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +40°C)

- % de heterodimeros [% de subunidades libres % de agregados
Formulacion A T 176 [ T=4d | T=0 | T=1d | T=4d | F=0 %S“"fd T=ad
SAC/250/mCr | 68,91 ¢ 86,61 | 52,03 | — na. | 2387 | 1,30 | 10,38 | 23,41
SACI2G0/BA 19550 174,04 [ 5152 — | 2285 | 4512 | 450 | 3.33 1 3.36
"SACI250/Phe | 98,34 174201 67,131 — | 1963 | 23,71 | 166 | 567 | 0.17
TGLY/250/mCr | 9795 | 06,54 | 86,76 1 — 9,55 n.a. 205 | 314 n.a.
GLY/250/8A | 96,08 | 5958 1 41,60 1 — | 3782 | 56.45 | 3,92 | 2.61 1,07
GLY/250/Phe | 66,40 | 7471186061 — | 20071 | 922 | 251 | 528 | 4,73
ARGIZEDMCr | 9794 [ 7034 { 4438 ¢ —— | 2839 | 53,33 | 2.06 | 1.26 | 2.29
ARG/250/BA 19144 13599115811 — 1 5899 | 7965 | 8,57 | 503 | 4.45
ARG/250Phe | 9531 16327 | 29,121 - | 3375 1 6718 | 465 | 2.98 | 3.70
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. % de heterodimeros |% de subunidades libres | %o de agregados
Formulacion 1= 8 1 T=1d | 7=4d | 70 | T-1d | T-4d | 7=0_] 7=1d | ¥=4d
LVGrZ50/mGr | 68,19 | 61,57 | 05681 — | 1798 | 3340 1 181 | na. | 1.22

LYS/2a0/BA 94,75 _{37,94 33,61 e 48 86 3,14 5,26 3,48 3.2@___
LYS/250/Phe | 97,91 72,68 | 55,73 — 2618 | 4228 2,09 1,18 1.01
SOQOR/2Z250/mCr | 90,46 | 86,33 | A8,78 — n.a. 18,87 9,55 13,68 | 22,36
SOR/R5MBA | 84,08 1 62,71 | 45,27 o 64,17 47.22 5,93 3,13 7.52
SORZBQIPhe | 94,74 | 70,58 | 55,75 — 2230 | 3276 526 7,13 11,50
TREMRSMMCr | 86,07 | 77,26 | 40,60 — n.a. 20,87 1393 1 2274 1 38,53

TREZSG/BA | 94,74 1 6853 | 42,18 —_ 21.36 | 44,22 5,26 9,12 12,88
TRE/ZS50/Phe | 91,05 | 85,20 | 54 808 e n.a. 24,28 8,95 14,72 | 20,83

Tabla 17. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +25°C)

% de heterodimeros 2% de subunidades libres

% de agregados

Formulacién

F=0 | T=7d § T=1M { T=0{ T=7d | T=iM T=0 1 T=7d { T=1M
SAC/256/mCr | 98,91 { 53761 6930 | — | 31,18 | 1513 1,10 1 14,34 | 1557
SAC/250iBA 1055019504 | 7584 | o = 14,66 + 4,50 4.96 9,50
SACIZ50/Phe | 98,34 | 93,82 | BHA9 | — e o 1,66 6,18 1 14,51
GLY/250/mCr {97,951 0700 ) 8539 1 — — — 2,05 3,00 4,62
GLY/Z50/8A | 96,08 ] 97,63 | 88,21 — e 28,42 3,92 2,37 2147
GLY/250/Phe | 9648 197,44} 9318 | — — — 2,61 2,57 6,10
ARG/250/mCr 196704 19873 | 7833 | . o 19,73 2,08 1,28 1,94
ARG/260/BA 1914419738 7979 | — — 18,81 8,57 2,63 1.31
ARG/Z50/Phe 195,31 198331 82,18 { — — 16,59 4,68 1,67 1.23
LYS/250/mCr 98,19 198,28 1 9538 §| — e — 1.81 1,73 4,27
LYS/250/8A 19476197301 8254 1 — — 14,66 5,26 2,61 2,80
LYS/250/Phe | 97,91 199551 8861 | ~- i~ e 208 0,48 1,40
SORM2ZSMMCr 18048 182065 8424 | — | — - 9,58 {17231 3576
SOR/Z50/BA 19408 195031 6859 | — e 21,99 5,93 4,08 89.43
SOR/250/Phe | 94,74 1 9255 81896 | — _— o 5,26 746 | 18,05
TRE/ZS0/mCr { 8607 {75,781 4561 | — — — 13,93 124231 54,40
TREZ50/BA 94741901221 6728 | — — 13,75 5,26 8,79 | 1897
TRE/250/Phe 1910518453 686,79 | — — — 895 15,47 | 3322

Tabla 18. % de formas oxidadas por RP-HPLC

Formulacién 12 dias (+46°C} 1mes {+25°C)
SAC250{mCr 51,14 16,62
SACI250/BA 14,07 8,83
SACI250/Phe 25,55 17,54 L
GLY{Z250/mCr ' 58,28 5,43
GLY/250/BA 10,53 4,44
GLY/250/FPhe 34,86 16,06
ARGZ50/mCr 65,27 3,13
ARG/250/BA 7.12 5,65
ARG/250/Phe 15,44 11,27
LYS/250/mCr 44,085 16,36
LYS/250/BA 13,69 9,30
LYS/250/Phe 56,55 17,86
SOR/2E50/mCr 58,29 25,68
SORJ250/BA 13,514 8,49
SOR/Z50/Phe 30,78 17,75
TREZ50/m(Cr 45 84 26,36
TRE/250/BA 19,12 11,43 B
TREZS50/Phe 23,87 2776
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Basado en estos resultados, se seleccionaron sacarosa, lisina y arginina como los mejores agentes estabilizantes
para investigarlos adicionalmente para ver su compatibilidad con una cantidad incrementada de metionina (500
ug/ml). Se seleccionaron alcohol bencilico, fenol y una combinaciéon de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio
como agentes bacteriostaticos. Las formulaciones analizadas se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19. Composicion de varias formulaciones multidosis de r-hLH que contienen los agentes estabilizantes
seleccionados y diferentes agentes bacteriostaticos.

‘Componentes SACI500 SACIS00 | SACIS00 | ARG/S00 | ARG/SG0 | ARGISD0
Cantidad/ml BA BACL Phe - BA BACL Phe
__r-hiH agranel 25ug 256 ug 25 g 25 ug 25 ug 25 pg
NepHPO, 2H,0 1.85 mg 1.65 mg 166myg | 1.65mg 1.65 mg 165 mg |
| NaH,PO. HO 0104 mg | 0104 mg ; (104 myg 1 0.104 mg { 0.104 mg | 0.104 mg
Metionina 500 pg 800 yg 500 ug 500 pg 500 ug 500 pg
Tween 20 50 Jy 50 ug 50 yg 50 ug 50 ug 50 pg
Sacarosa 105 myg 5 mg 106 mg - - -
Arginina - - - 33 mg 33 mg 33 myg
Alcohol bencilico 1.2% 0.30% - 1.2% 0.30% -
Cloruro de . 0.001% - - 6.001% -
benzalconio
Fenol - - 0.50% - - 0.50%
WFi q.s.hasta 1 ml §q.shasta 1 ml q,ls. hasta 1 q.s. hasta 1 ml | q.s. hasta 1 ml jq.s. hasta 1 ml
Componentes; LYSIS00/BA LYS/500/BACL LYS/500/Phe
Cantidad/ml
r-hLH 2 granel 25 ug 25 ug 25 pg
MNaHPO, 24,0 1.65 mg 1.65 my 1.65 mg
NaHPQ, H.G 0.104 g £.104 mg 0.104 mg
Metionina 500 ug 500 ug 500 pg
Tween 20 50 ug 50 ug S0 ug
Lisina 28 my 28 mg 28 mg
Alcohol bencilico 1.2% 0.30%
Cloruro de 0.001%
benzalconio
Fenol - 0.50%
W g.s. hasta 1 ml q.s. hasta 1 ml q.s. hasta 1 ml

Se prepararon alrededor de 100 ml de cada disolucioén, se filtraron a través de una membrana de 0,22 pm y se
introdujeron en cartuchos de 3 ml. Se usé el siguiente envase primario:

- Cartuchos de vidrio de 3 ml (Nuova Ompi) siliconizados
- Tapones de encapsulado, codigo CAP J 3ML L1H075-1-H1B FM 257/2 (Helvoet Pharma)
- Pistones revestidos: Helvoet V9282 FM257/2 Omniflex revestido.

Los cartuchos se almacenaron a 2-8°C, +25°C y +40°C para ser analizados para ver el contenido de proteina (por
SE-HPLC), formas oxidadas (por RH-HPLC), agregados (por SE-HPLC) y formacion de subunidades
(cualitativamente, por SE-HPLC) hasta 2 meses.

Los resultados del panel completo de analisis aplicados a este segundo conjunto de formulaciones se dan en las
Tablas 20 a 26.
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Tabla 20. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +40°C)

Formulacién % de heterodimeros | % de subunidades libres %o de agregados
T=0 T=3 dias T=0 T=3 dias T=( T=3 dias
SACHO0EA 100,00 G001 - 39,55 — 0,44
SAC/500/BACL 100,00 87,38 — 32,34 —_ 4,27
SACIECO/Phe 99,66 65,01 — 31,27 0,34 3,72
ARG/S00/BA 09,91 45,63 — 54,65 0,10 —
ARG/S00/BACL 99,93 44 67 — 55,33 6,07 e
ARG/500/Phe 99,93 61,97 — 38,03 ©,08 —
L. YS/500/8A 99,93 61,71 . 38,30 0,08 e
LYS/B0G/BACL 99,95 61,33 e 38,68 0,66 e
LYS/500/Phe 99,93 7603 — 23,59 0,08 0,39

Tabla 21. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: +33°C)

1 Formulacién %o de heterodimeros % de subunidades libres |9 de agregados

T=0 {T=3w1T=dw | T=8w ] T=0 | T=3w | T=dw | T=(0 =3w

SAC/500/BA 100,00 [ 76,56 | 71,22 | 50,22 — 22,03 | 26,35 / 1,43
SAC/S00/8ACL | 100,00 | 81,48 1 78,95 | 6353 - 17,26 § 20,10 / 1,26
|__SAC/500/Phe 9966 | 76,24 § 67,13 | 5110 — 14,28 118,03 1 0,34 8,51
ARG/SGO/BA 99,91 | 71,801 71,52 1 81,41 — 27,89 127,731 0,10 0,21
ARG/AHOO/BACL | 99,93 1 68,08 | 66,86 | 57,22 — 30,67 13294 | 0,07 0,26
ARG/E00/Phe | 09,83 | 86,11 ) 76,74 | 7551 o 13,76 122,551 0,08 B,14
LYS/E006/8A 99,83 183,09 176,72 167,30 " 16,76 122,601 0,08 0,16
LYS/OGO/BACL | 8995 [ 81,031 7521 170,20 - 18,88 124,64 | 0,08 .09
LYS/500/Phe 89,83 | 87,291 80,51 | 68,85 — 12,10 118,63 | 0,08 062

Tabla 22. Pureza por SE-HPLC (temperatura de almacenamiento: + 25°C)

x % de heterodimeros % de subunidades libres o/ de agregados
Formulacion =5~ Joaw | Tohw |70 T=4w T=0_
SACIE00/BA 100,00 83,85 82,87 — 14,68 —
SAC/H00/BACL | 100,00 86,30 085,78 - 13,06 —
SACIS00/FPhe 99,66 79,35 75,26 — 13,34 0,34
ARG/500/BA 99,91 82,32 82,13 e 17.39 0,10
ARG/S00/BACL | 99,03 80,42 80,77 o 14,25 {,07
ARG/B00/Phe | 99,83 84,59 80,85 . 15,13 0,068
LYS/500/BA 99,83 85,04 85,10 — 13,78 0,08
LYS/S00/BACL | 99,85 84 24 865,22 e 15,42 0,06
LYS/500/Phe 59,93 85,41 81,22 o 13,68 0.08

Tabla 23. % de formas oxidadas por RP-HPLC (temperatura de almacenamiento: +339C)

Formulacién T=0 T=3 semanas T=B semanas { T=13semanas
SAC/A00/BA 1,12 521 4,21 4,26
SAC/500/BACL 0,80 555 4,80 4,485
SACI500iPhe (3,69 8,28 6,01 16,14
ARG/E00/BA 0,69 452 413 268
ARG/500/BACL 1.13 4,67 3,57 297
ARG/500/Phe 0,94 4 .60 5.24 4872
LYS/500/BA 1.53 571 16,34 8,77
LYS/500/BACL 1.60 4,456 5,83 5,70
LYS/500/Phe 0,66 9,66 34,97 2851
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Tabla 24. % de formas oxidadas por RP-HPLC (temperatura de almacenamiento: +25°C)

Formulacién T=0 T=4 semanas T=8 semanas T=13semanas
SACIG00/B8A ' 1,12 2,04 2,15 2,44
___SACIS00/BACL 3,90 2,10 2,31 2,23
SACIEOMPhe 3,99 2,68 572 7,50
ARGHOOBA ¢.5% 1,40 1,61 1,65
ARG/SOH/BACL 1,13 1.46 231 1,89
ARGHS00/Phe 0,94 1,31 2,77 2,35
LY S/500/8A 1,53 2.51 3,35 4,73
LYSIS00/BACH 1,60 1,95 3,14 3,47
LYS/500/Phe 666 4.05 11,38 22,52

Tabla 25. % de formas oxidadas por RP-HPLC

Formulacion. T T=13 semanas {+5°C} =0 T=3 dias {+40°C)
SAC/500/BA 1,12 1,11 1,12 1,18
SAC/S00/BACL 0,80 1,29 0,90 1,25
SACIE00/Phe 0,99 2,51 0.99 1.47
ARGHBUBA 0.69 1,03 0,69 0,64
ARG/S00IBACL 1,13 1,18 1,13 1,06
ARG/500/Phe 0,94 2,02 0.94 1,47
LYSIE00/BA 1,53 2,03 1,53 1.84
LYS/500/BACL 1,80 ' 1,56 1,60 1,58
LY S/560{Fhe 3,66 ' n.a. 0,66 3,10

Tabla 26. Contenido de r-hLH por SE-HPLC

T=3d T=3w T=dw T=8w T=dw T=8Bw
(+40°C) | (+33°C) | (+33°C) | (+33°C) | (+25°C) | (+25°C)
SAC/S00/BA 20,38 | 71,70 | 2105 | 2254 | 1647 | 23.70 | 18,43
SAC/ECO/BACL | 21,73 | 22,08 | 21,31 | 2264 | IB.77 | 2365 | 18.30
SAC/500iPhe 2124 | 7148 2902 | 2253 | 2071 | 2266 | 17,23
ARGIB00/BA 22,23 | 1686 | 1957 | 2464 | 1614 | 2526 | 17,60
ARGHSEO/BACL | 22,38 1 2148 1 21,71 | 2352 | 16,86 | 24.18 | 19.34
ARG/500/Phe 2134 | 2238 | 2060 {2308 | 9699 | 7441 | 16,32
LYSIS00/EA 2033 | 2083 | 18,85 | 22,10 | 14,03 | 24,24 | 17.36
LYS/S00/BACL | 2383 | 2178 | 20,68 | 2344 | 1550 | 24,07 | 18,60
LYS/500/Phe 2134 | 2106 i 20,20 | 21.80 | 16,50 | 2299 | 16,56

Formulacion T=f

Estos resultados confirmaron la compatibilidad de los agentes estabilizantes con una cantidad incrementada de
metionina (véase el Ejemplo 1). Ademas los resultados mostraron que los agentes bacteriostaticos son compatibles
con 500 pg/ml de metionina.

Ejemplo 5 — Compatibilidad de formulaciones liquidas multidosis de r-hLH con formulacién liquida multidosis de FSH.

Basado en los resultados del Ejemplo 4, se mezclaron formulaciones de r-hLH en cartuchos de 3 ml con una
formulacion de FSH (es decir, formulacion liquida multidosis de Gonal-F®) y se analizaron después de 24 h de
contacto a 25°C segun los métodos a continuacion:

- SE-HPLC para la pureza,

- RP-HPLC para la titulacion de r-hFSH y r-hLH,

- RP-HPLC para las formas oxidadas de la subunidad a de r-hLH y r-hFSH,
- Bioensayo in vivo de r-hFSH y r-hLH.

- SDS-PAGE para las subunidades libres de r-hLH y r-hFSH y cuantificacion de los agregados (no se dan los
datos),
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Los datos se dan en las Tablas 27 a 29.

pH de la disolucion,

Aspecto visual.

Tabla 27. Pureza por SE-HPLC

ES 2393233 T3

Formulacién

% de hetergdime“;;...,

% de agregados

T=0 T=24 h T=0 T=24h
SAC/500/BA_ 498,28 98,41 0,30 1,09
SAC/B00/BACL a8 85 99,66 0,00 0.43
SAC/500/Phe 58,18 97,68 027 0,54
— ARG/S00/BA 98,31 98,61 0,28 0,98
_ ARG/500/BACL 97,68 98.52 0.33 053
ARG/500/Phe 97,89 97,73 044 0,77
LYS/500/BA 97,35 97,51 0,38 109
LYS/500/BACL 07,97 98,82 028 0,81
LYS/500/Phe 98.29 98,40 037 1.01

Tabla 28. Contenido de FSH y LH

Formulacién

contenido de r-hFSH*

 contenido de r-hLH*

T=0) T=24 b =0 _ T=24n
SACIENGBAGL 25,50 31.15 720 8,31
SAC/EG0Fhe 36,88 31.28 Y 7.54
ARGISONBA 30,46 31.00 802 8,44
ARGIEDN/BACL 203 32,84 742 740
ARG/500/Phe an.67 31,06 | 778 805

LYS/S500/8A 30,91 32,11 G.88 7,25
LYS/500/BACL 28.57 3166 6.64 762
LYS/500/Phe 28,75 3125 6,80 747

“FSH tedrica : 200 1U=30,96 pgfmi; " LM tedrica: 100 1U=8 pgimi

Tabla 29. Bioensayo

Formulacion

actividad de r-hFSH

actividad de r-hLH_

) T=0 T=24 h T =240
SAC/S00/BACL 365.7 355.0 2270 2127
ARGIS00/Fhe 387 .5 3930 2314 2430
5
'rl]'ogfas las formulaciones multidosis analizadas son compatibles con la formulacién multidosis de Gonal-F® ya que no
abia:
- pérdida de contenido de FSH y LH,
- oxidacion,
10 - agregacién (por SE-HPLC),
- agregados ni formacién de subunidades por SDS-PAGE
- pérdida de bioactividad de LH y FSH.
Ejemplo 6 — Compatibilidad con el envase primario
Para analizar la compatibilidad entre las formulaciones de r-hLH y los recipientes finales (jeringuillas y cartuchos), se
15 implementé una matriz de estudio para analizar los siguientes parametros:

Efecto de la concentracion de r-hLH: 6 pg/ml, 12 ug/ml, 24 pg/mi,
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- Efecto del volumen de llenado: 0,25 ml, 0,5 ml, 1 ml,
- Tipo de recipiente: jeringuilla de vidrio de 1 ml y cartucho de vidrio de 3 ml,

- Efecto del agente bacteriostatico: formulaciones preparadas con y sin los agentes bacteriostaticos y
almacenadas en cartuchos de 3 ml.

Se prepard una formulacion (SAC/500/BACL) a las diferentes concentraciones de r-hLH y se introdujo en los
recipientes con diferentes volimenes de llenado. Los lotes se compararon cualitativamente por SE-HPLC hasta 1
semana a +33°C. Los resultados se dan en la Figura 1 (A-F). En la Figura 2 (A-B) se compara el porcentaje de
heterodimeros por SE-HPLC en la formulacion con o sin la combinacion de agentes bacteriostaticos.

Mirando los resultados en las Figuras 1y 2, se pueden sacar las siguientes conclusiones:
- No hay impacto del recipiente sobre las formulaciones a 12 ug/ml y 24 ug/ml
- No hay impacto del volumen de llenado sobre las formulaciones a 12 ug/ml y 24 ug/ml
- Hay un efecto positivo de la concentracidn incrementada en la disociacion de las subunidades
- No hay diferencia entre lotes con o sin bacteriostaticos
- La mas alta estabilidad esta relacionada con la mas alta concentracion de r-hLH.
Ejemplo 7 — Estudio de estabilidad de formulaciones liquidas multidosis

En base a los resultados de los ejemplos previos, se almacenaron cuatro formulaciones descritas en la Tabla 19
(SAC/500/BALC, LYS/500/BA, LYS/500/BALC y ARG/500/Phe) a 2-8°C y +25°C y se analizaron segun un riguroso
plan de estabilidad y segun los siguientes métodos analiticos:

- RP-HPLC para el contenido de LH

- RP-HPLC para las formas oxidadas de la subunidad a

- RP-HPLC para el contenido de fenol

- RP-HPLC para el contenido de cloruro de benzalconio

- RP-HPLC para el contenido de alcohol bencilico

-  SDS-PAGE para los agregados y las subunidades libres
- Bioensayo

- pH de la disolucién

- Aspecto visual.

La cantidad de lisina y arginina en las formulaciones anteriores se ajusté (es decir, monohidrocloruro de L-lisina a
28,5 mg y monohidrocloruro de L-arginina a 31,5 mg) para optimizar la isotonicidad de las formulaciones.

Se realizé un andlisis estadistico de los resultados de todos los parametros que se identificaron como indicadores de
la estabilidad con la ayuda del software Stabileo 1.1.

Concentracion de r-hLH (por RP-HPLC) al almacenar a 2-8°C y 25+2°C

No se observo pérdida estadisticamente significativa de concentracion de proteina para las formulaciones después
de 12 meses de almacenamiento a 2-8°C. Se observé una disminuciéon comun de 0,4 ug/mes después de 6 meses
de almacenamiento a 25+2°C.

Bioactividad de r-hLH (bioensayo) al almacenar a 2-8°C y 25+2°C

No se observo pérdida relevante de actividad para las formulaciones después de 12 meses de almacenamiento a 2-
8°C y 25+2°C.

% de subunidades y agregados por SDS-PAGE

El porcentaje de agregados por SDS-PAGE permanece por debajo del 2% para ambas concentraciones después de
12 meses de almacenamiento a 2-8°C y 25°C.

El porcentaje de subunidades por SDS-PAGE se incrementa por encima del 32% después de 6 meses a 25°C para
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todas las formulaciones.

% de formas oxidadas por RP-HPLC

SAC/500/BACL Y ARG/500/Phe presentan el menor incremento de formas oxidadas.
pH y aspecto

No se observd cambio en el aspecto (color, transparencia, particulas visibles) ni en el pH durante la fabricacion y en
el almacenamiento.

Contenido de agentes bacteriostaticos

Se detectaron las cantidades objetivo de fenol y alcohol bencilico y no se midieron pérdidas para los puntos de
chequeo a 6 meses y a 12 meses. Se midié una cantidad de cloruro de benzalconio por debajo del objetivo (6 pg/ml
en lugar de 10 ug/ml) en la formulacién de SAC/500/BACL en el punto de chequeo a los 6 meses.

Eficacia de los agentes bacteriostaticos

Los resultados de los analisis de eficacia bacteriostatica, realizados a T=0 y repetidos después de 9 meses en las
formulaciones se dan en las Tablas 30 a 33.
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Tabla 30. Resultados del analisis de eficacia bacteriostatica en la formulacion

multidosis SAC/500/BACL
hM' . Reduccion logaritmica vs. T=0
icroorganismo T=6h T=24 b | 77 dias. | 1-14 dias. | 128 dias
Staphylococeus i ) y
aureus >3 >3 >3 ) >3 sin reduccién
Pseinomonss . .
' d
_aeruginosa >3 _ | >3 >3 >3 sin reduccién
Escherichia coli no analizado nt. >3 >3 sin reduccién
Candida athicans | nt ont o >3 >3 sin incremento
. Aspergiius niger n.t. nt 1.8 >3 sin incremento

Tabla 31. Resultados del andlisis de eficacia bacteriostatica en la formulacion
multidosis LYS/500/BACL

Microordanismo Reduccion logaritmica vs. T=0
9 T=6h T=24 v | 1-7 dias | T=14dias | T=28 dias
Staphylococcus >3 >3 >3 >3 sin reduccién
_aureus
Pseudomonas >3 >3 >3 >3 sin reduccién
aOruginoesa
Escherichiz coll Ino analizado ni.t. >3 >3 sin reduccién
Candida albicans n.t, n.t. >3 >3 sin incremento
Aspergilus niger ot nt. a3 >3 sin incremento

Tabla 32. Resultados del analisis de eficacia bacteriostatica en la formulacién
multidosis LYS/500/BA

IViicroor anismo - Reduccién logaritmica vs. T=0
9 756 h Te2d b | T=7 dias . | 1=14 dias | T=28 dias
TP -
Staphyiococeus 1.05 >3 >3 >3 sin reduccién
aureus
Pseuiiomonas »4 >3 >3 >3 sin reduccion
asruGinosa
Escherichia coli no analizado n.t. >3 >3 sin reduccidn
- Candida atbicans ., b >3 >3 sin incremento
| Aspergius miger 1 ot [ nt ! >3 | >3 ] sin incremento |
Tabla 33. Resultados del analisis de eficacia bacteriostatica en la formulacion o
multidosis ARG/500/Phe .
Microorganismo Reduccién logaritmicavs. T=0
T=Gh T=24 h T=7 days | T=14 days | T=28days
Staphylococcus ‘ . .
aureus 0.73 >3 >3 >3 sin reduccion
Pseudomonas . . _ L
aeruginosa >3 | >3 >3 o >3 sin reduccidn
Escherichia coli no analizado n.t. >3 53 sin reduccion
Candida albicans n.t. nt >3 >3 sin incremento
Aspergillus niger nt o nt >3 >3 | sin incremento

Las formulaciones que contienen la combinaciéon de 0,3% de alcohol bencilico + 0,001% de cloruro de benzalconio, y
sacarosa o lisina (SAC/500/BACL y LYS/500/BACL) cumplian el criterio A de la Farmacopea Europea incluso si la
cantidad de cloruro de benzalconio estaba por debajo del objetivo (6 ug/ml en lugar de 10 pg/ml).
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La formulacién que contiene 0,5% de fenol (ARG/500/Phe) y la formulacion que contiene 1,2% de alcohol bencilico
(LYS/500/BA) cumplian el criterio B de la Farmacopea Europea.

Conclusiones

Todas las formulaciones multidosis mostraron un buen perfil de estabilidad después de 12 meses de
almacenamiento a 2-8°C.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion liquida que contiene hormona luteinizante (LH) o una de sus variantes caracterizada
porque dicha formulacién comprende un tampon de fosfato y una cantidad estabilizante de arginina o sus sales a
una concentracion de 10 a 50 mg/ml y/o lisina o sus sales a una concentracién de 10 a 50 mg/ml.

2. La formulacién segun la reivindicacion 1, en la que la hormona luteinizante (LH) es una hormona
luteinizante humana (hLH).

3. La formulacién segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la hormona luteinizante (LH) es hormona luteinizante
humana recombinante (r-hLH).

4, La formulacion segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la hormona luteinizante (LH) es hormona luteinizante
humana urinaria (u-hLH).

5. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la hormona luteinizante
(LH) esta presente a una concentracion de o de alrededor de 1 a o alrededor de 50 pg/ml.

6. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el tampoén de fosfato esta
presente en una concentracion de 1 a 100 mM.

7. La formulacidon segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el tampdn de fosfato es
preferentemente tampdn de fosfato de sodio.

8. La formulacidon segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente un
tensioactivo.

9. La formulaciéon segun la reivindicacion 8, en la que el tensioactivo es polisorbato 20.

10. La formulacién segun la reivindicacion 9, en la que el polisorbato 20 esta presente en una concentracion de
0,01 a 10 mg/ml.

11. La formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente
metionina.
12. La formulacion segun la reivindicacion 11, en la que la metionina esta presente en una concentracion de

0,01 a 5,0 mg/ml.

13. La formulaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente un
agente bacteriostatico.

14. La formulacién segun la reivindicacion 13, en la que el agente bacteriostatico se selecciona de cualquiera
de alcohol bencilico, fenol y una combinacién de alcohol bencilico y cloruro de benzalconio.

15. La formulacion segun la reivindicacién 13 o 14, en la que el agente bacteriostatico esta presente en una
concentracion de 0,005 a 15 mg/ml.

16. La formulaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente agua
para inyeccion.

17. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene un pH en el intervalo de 7,5
a8,5.

18. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende por lo menos 25

pug/ml de r-hLH, 1,65 mg/ml de NaHPO4 2H,0, 0,104 mg/ml de NaH>PO4 H»0, 31,5 mg/ml de monohidrocloruro de
L-arginina, 0,05 mg/ml de Tween 20, 0,5 mg/ml de metionina y 5 mg/ml de fenol.

19. La formulacidon segun cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 17, que comprende por lo menos 25 pg/ml
de r-hLH, 1,65 mg/ml de Na;HPO4 2H,0, 0,104 mg/ml de NaH2PO4 H20, 28,5 mg/ml de monohidrocloruro de lisina,
0,05 mg/ml de Tween 20, 0,5 mg/ml de metionina y 12 mg/ml de alcohol bencilico.

20. Las formulaciones segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, que comprenden por lo menos 25 ug/ml
de r-hLH, 1,65 mg/ml de Na;HPQO4 2H,0, 0,104 mg/ml de NaH,PO4 H,0, 28,5 mg/ml de monohidrocloruro de lisina,
0,05 mg/ml de Tween 20, 0,5 mg/ml de metionina, 3 mg/ml de alcohol bencilico y 0,01 mg/ml de cloruro de
benzalconio.

21. Una composicién farmacéutica que comprende la formulacion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
20.
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22. Una forma de presentacion de la formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20,
herméticamente sellada en condiciones estériles en un recipiente apropiado para almacenamiento previamente a su
uso.

23. El procedimiento para la preparacion de la formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, que
comprende la dilucidn de la hormona luteinizante (LH) con una disolucidn de excipientes.

24. El uso de la formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para la preparacion de un
medicamento.

25. El uso de la formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de la infertilidad en mujeres y/o hombres.

26. El uso de la formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en combinacién con una
formulacion liquida que comprende hormona estimulante del foliculo (FSH) o una de sus variantes.

27. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para el tratamiento de la infertilidad en
mujeres y/o hombres.
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Figura 2
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