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DESCRIPCION
Preparacion farmacéutica liofilizada galénica, estable, de polipéptidos recombinantes que fijan los carbohidratos

La invencion se refiere a un procedimiento para la fabricacion de un medicamento que contiene un polipéptido que
comprende, como minimo, un polipéptido recombinante que fija carbohidratos o un fragmento funcional o un
derivado de dicho polipéptido que fija carbohidratos en forma estable de almacenamiento. El mencionado polipéptido
comprende polipéptidos o derivados funcionales de los mismos, los cuales estan fusionados por péptidos con
funcion citotoxica formando proteinas de fusion, o que estan unidos con otro polipéptido, el cual presenta actividad
citotéxica. Ademas, la invencion se refiere a la formulaciéon del medicamento que se da a conocer, para diferentes
formas de administracion del medicamento.

La investigacion médica ha puesto de manifiesto en los uUltimos afios un amplio espectro de enfermedades que
pueden ser tratadas con proteinas recombinantes. Son ejemplos de proteinas de origen humano la insulina, EPO y
G-CSF cuyas formas de administracion y tipos de aplicacion han sido descritas en diferentes patentes europeas. El
documento EP 0 430 200 B1 describe la utilizacion de proteinas humanas para utilizacion subcutanea e
intramuscular. Se conocen medicamentos con proteinas humanas estabilizadas que contienen, entre otros, urea o
distintos aminoacidos, por el documento EP 0 306 824 B1. En dicha patente, se explican como ejemplos EPO y G-
CSF. El documento EP 0 607 156 B1 describe la fabricacion de medicamentos conservados con proteinas humanas
con objetivos de infusién o de inyeccion.

De modo general, el concepto “recombinante” se refiere a proteinas que son fabricadas con ayuda de tecnologia de
ADN recombinante. Estos procedimientos comprenden el clonado de genes que codifica para la proteina
correspondiente, la insercion del correspondiente cADN o ADN gendmico en un sistema detector apropiado y la
transformacion/transfeccion de estos vectores en organismos huésped apropiados (bacterias o células eucariotas).
Si el gen clonado se expresa en el organismo huésped, la correspondiente proteina puede ser conseguida a partir
de un cultivo (cuando la proteina secretada) se obtiene o de un homogeneizado del organismo huésped (cuando la
correspondiente proteina es expresada de forma intracelular). Se han descrito procedimientos para la fabricacion de
proteinas recombinantes, tanto para animales como para plantas. Un ejemplo del procedimiento preciso para la
fabricacién de una proteina de un dimero de plantas se describe en el documento EP 0 751 221 B1. Esta patente
describe entre otros, el primer clonado satisfactorio del gen que codifica las subunidades ML. Ademas, se describen
en esta patente, igualmente, la utilizacion de estas proteinas dimeras de plantas, fabricadas de forma recombinante,
para la fabricacion de medicamentos.

La utilizacion de extractos de ,muérdago (extractos de Viscum album) como medio curativo, se conocen desde hace
siglos. Como componente efectivo de estos extractos, se identificaron sustancias contenidas designadas como
lectina. En estas lectinas son sustancias de albumina que reconocen estructuras de carbohidratos muy especificas,
incluso en formas unidas a lipidos o a proteinas y que se unen a éstas. La lectina de muérdago que fue identificada
como proteina inactivadora de ribosomas de clase Il, actia farmacolégicamente solo a través de la colaboracién de
sus dos subunidades. La cadena B de la lectina de muérdago, que presenta motivos de secuencia con propiedades
especificas de unién a carbohidratos, es responsable en este caso del transporte de la proteina a la célula diana. En
las células diana se bloquea entonces la subunidad A mediante su actividad enzimatica rARN-N-glicosidasa, el
intercambio de sustancias ribosomales de las células y provocan de esta manera, una muerte celular programada
(apoptosis) de éstas.

Los preparados farmacéuticos conocidos hasta el momento en el estado de la técnica, contienen de modo general
proteinas humanas, proteinas humanizadas, proteinas de plantas que contienen extractos o proteinas aisladas de
plantas. Es decisivo para la efectividad de los preparados que contienen proteinas, el mantenimiento de la actividad
biolégica de estas proteinas. Para rViscumin es, por ejemplo, la estructura dimera y el mantenimiento de las
actividades asociadas a las cadenas individuales y la forma de la efectividad farmacoldgica de estas moléculas. El
mantenimiento de estas actividades bioldgicas es fuertemente dependiente de valor del pH de la solucién que
contiene la proteina (ver figura 1). Ademas, las condiciones de almacenamiento de las correspondientes
preparaciones influyen en la estabilidad de un principio medicamentoso/medicamento.

En la patente europea EP 0 602 686 B1 se describio la forma de actuacion de la planta de muérdago y los extractos
conseguidos a base de la misma para el tratamiento de enfermedades. Los extractos de muérdago se han utilizado
terapéuticamente durante siglos, tal como se indica en dicha descripcion. Desde el principio de este siglo, se han
utilizado preparados de muérdago para terapia de cancer con diferentes resultados (Bocci, 1993; Gabius y otros,
1994; Gabius & Gabius, 1994; Ganguly & Das, 1994). Hajto y otros (1989, 1990) pudieron demostrar que los efectos
terapéuticos podian ser proporcionados, en especial, mediante la llamada lectina de muérdago (Viscumina,
Aglutinina de Viscum album, VAA). Se discute en la actualidad, aparte de un efecto citotoxico, en especial, una
inmunoestimulacion (no especifica), cuyos efectos positivos han sido utilizados para terapia acompafiante y para
cuidados posteriores de pacientes afectados de tumores. El aumento de la calidad de vida en dichos pacientes se
habra conseguido posiblemente por la generacién de endorfinas del propio cuerpo (Heiny y Beuth, 1994).

Numerosas investigaciones in vitro (Hajto y otros, 1990; Mannel y otros, 1991; Beuth y otros, 1993a) e in vivo (Hajto,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427140 T3

1986; Hajto y otros, 1989, Beuth y otros, 1991; Beuth y otros, 1992), asi como estudios clinicos (Beuth y otros, 1992)
justifican la liberacion mas elevada provocada por lectina de muérdago de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6)
asi como una activacion de componentes celulares del sistema inmune (células TH, células NK).

Como principio activo del extracto de muérdago, se considera en la actualidad una proteina de lectina de muérdago
de 60kDa que puede ser conseguida por via bioquimica a base de extractos (Franz y otros, 1977; Gabius y otros,
1992). La proteina ML se compone de dos subunidades covalentes unidas en puente S-S, cuyas cadenas A son
responsables de la inactivacion enzimatica de ribosomas (Endo y otros, 1998) y sus cadenas B para la union de
carbohidratos. La actividad bioldgica se correlaciona con el mantenimiento de la actividad de la lectina de la cadena
B (Hajto y otros, 1990).

La utilizacién de una forma medicamentosa o bien de un preparado de medicamento con rViscumin como
componente activo, presenta una interesante y ventajosa alternativa a la preparacion de plantas, puesto que se tiene
ahora la posibilidad de utilizar una sustancia clasificada quimicamente como medicamento. Precisamente, teniendo
en cuenta la elevada toxicidad de la lectina de muérdago, resulta posible una buena tolerancia mediante una
dosificacion precisa mediante la utilizacién de proteinas fabricadas de forma recombinante. En este caso, es
especialmente ventajosa una forma medicamentosa o una preparacion de medicamento que es estable en
almacenamiento a lo largo de un prolongado periodo de tiempo, es decir, varios meses, y preferentemente, como
minimo, un afo. El almacenamiento de la forma medicamentosa, o bien del preparado de medicamento en esta
forma estable al almacenamiento, debe ser posible ademas de manera simple y sin gran complicacién técnica.
Ademas, la forma medicamentosa o bien preparacién de medicamento, cuando su forma estable en almacenamiento
no corresponde a la forma de administracion, puede ser formulable adicionalmente de manera sencilla a una forma
de administracion correspondiente. Con férmulas acuosas, segun el estado de la técnica, se pueden conseguir
tiempos de almacenamiento de menos de 10 semanas (2,5 meses) en condiciones de almacenamiento de 2-8°C
(nevera).

El problema que subyace técnicamente en la presente invenciéon era, por lo tanto, la preparacion de un
procedimiento para la fabricacién de un medio medicamentoso o una preparacion de medicamento en una forma
estable de almacenamiento durante largo tiempo que posibilite una manipulacioén simple, tanto en el almacenamiento
como también en la administraciéon y opcionalmente, en la preparacion. EI medicamento de la invencién debe
comprender, como minimo, un polipéptido fijador de carbohidratos, recombinante, o un fragmento funcional o
derivado de este polipéptido, conteniendo ademas, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable.

Ese problema técnico es solucionado mediante las formas de realizacién caracterizadas en las reivindicaciones.

Como consecuencia, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la fabricaciéon de un medicamento que
contiene un polipéptido, que compren de, como minimo, un polipéptido de fijacion de carbohidratos, recombinante,
de una cadena B de una proteina inactivadora de ribosomas o fragmento funcional o derivado de este polipéptido,
de forma que permite el almacenamiento estable durante largo tiempo, conteniendo ademas opcionalmente un
portador farmacéuticamente aceptable, comprendiendo las etapas de refrigeracién, congelacién, secado por
pulverizacién o liofilizacién, manteniendo las propiedades farmacolégicas del polipéptido en la solucién, de manera
que la solucion se caracteriza porque el valor del pH de la soluciéon es mayor de 6,0 y un sistema tampdn contenido
en un medio de solucién garantiza el mantenimiento de este valor de pH.

Polipéptidos recombinantes y proteinas se pueden manifestar partiendo de los genes clonados correspondientes con
utilizacion de métodos de biologia molecular convencionales. Estos se han descrito entre otros en el manual
"Gentechnologie" (Old y Primrose, 1992) o en los manuales de laboratorio “Methods for General and Molecular
Bacteriology" (Gerhardt y otros, Chapter 18) o bien "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (Sambrook y otros,
1993).

De acuerdo con la invencion, un “polipéptido que fija carbohidratos” es un polipéptido que tiene la propiedad de
unirse especificamente a carbohidratos determinados. Son ejemplos de estos carbohidratos la galactosa, N-Acetil-
Galactosamina, galactosa modificada, acido neuraminico, sacaridos de bajo peso molecular y oligosacaridos con
galactosa final y/o unidades de galactosa finales o bien unidades de galactosa modificadas o unidades de acido
neuraminico finales y péptidos y liquidos con correspondiente funcidon de carbohidrato. De acuerdo con la invencion,
“fragmentos funcionales o derivados de este polipéptido” se caracterizan por el hecho de que éstos presentan
especificidad para la unién a los carbohidratos antes indicados.

La utilizacion de polipéptidos, segun la invencion, tales como, por ejemplo, rViscumin y otros polipéptidos dimeros de
las plantas de la clase Il de las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP Il) para la fabricacion de medicamentos
de alta efectividad, se ha descrito entre otros en el documento EP 0 751 221 B1. Estos medicamentos han sido
administrados, preferentemente, después de un afio de la fabricacion.

Un medicamento o preparado medicamentoso actuia en el sentido de la invencion como estable en almacenamiento
cuando se puede almacenar durante un largo periodo de tiempo, es decir, de varios meses o, como minimo, seis
meses, sin observar variacion significativa de las propiedades especificas del preparado medicamentoso y del
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polipéptido y de la eficacia asociada a aquél en este medicamento o del preparado. Preferentemente, es en este
concepto una forma estable en almacenamiento de un medicamento o preparado medicamentoso, segun la
invencién, aquél que se almacena durante un periodo de tiempo de 1,2,3,4 6 5 afios, preferentemente, segun
condiciones de almacenamiento habituales del mercado y que se mantienen por los distribuidores y usuarios (2-8°C
y/o temperatura ambiente por debajo de 25°C) sin que se produzca una significante variacion de las propiedades
especificas del preparado medicamentoso y del polipéptido y de la eficacia del medicamento asociada a aquéllos o
del preparado del medicamento. Por esta razon, se refiere la invenciéon a formas de almacenamiento y transporte
facilmente manipulables de los polipéptidos descritos en esta invencion.

La formulacién de medicamento, segun la invencién, tiene lugar opcionalmente en combinaciéon con un “portador
farmacolégicamente aceptable” y/o un medio de dilucion. Son ejemplos de portadores farmacolégicamente
aceptables especialmente apropiados, los conocidos por los expertos que comprenden soluciones tamponadas de
sal, agua, emulsiones tales como emulsiones aceite/agua, diferentes tipos de detergentes, soluciones estériles, etc.
Los medicamentos que comprenden este tipo de portadores pueden ser formulados mediante métodos
convencionales conocidos. Estos medicamentos pueden ser administrados a un individuo mediante una dosis
apropiada. La administracion puede tener lugar por via oral o parenteral, por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, intramuscular, local, intranasal, intrabronquial o intradérmica, o bien mediante un catéter en un lugar de
una arteria. El tipo de la dosificacion se determinara por el médico que efectia el tratamiento, de acuerdo con
factores clinicos. Es conocido por los expertos, que el tipo de dosificacion depende de diferentes factores, por
ejemplo, dimensiones corporales o bien peso, superficie del cuerpo, edad, sexo o, en general, de la salud del
paciente y también por el medio especial a administrar, la duracion y tipo de administracién y de otros medicamentos
que posiblemente son administrados de forma paralela. Una dosis tipica se puede encontrar, por ejemplo, en un
rango de 0,001 y 1000 ng, de manera que son previsibles dosis por debajo o por encima de este rango que tiene
caracter de ejemplo, sobretodo teniendo en cuenta los factores explicados. De manera general, en la administraciéon
regular de la composicién, segun la invencion, la dosis se debe encontrar en un rango comprendido entre 10 ng y
10 mg unidad por diez, o bien por intervalo de aplicacion. Si el compuesto es administrado por via intravenosa, la
dosis debe encontrarse en un rango entre 1 ng y 0,1 mg unidad por quilo de peso corporal y por minuto.

El compuesto de la invencién puede ser administrado localmente o de forma sistémica. Los preparados para una
administracion parenteral comprenden soluciones estériles, acuosas o no acuosas, suspensiones y emulsiones. Son
ejemplos para medios de solucién no acuosos el propilenglicol, polietilenglicol, aceites de plantas, tales como aceite
de oliva y compuestos de ésteres organicos, por ejemplo, oleato de etilo para las inyecciones. Los soportes acuosos
comprenden agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones, suspensiones, soluciones de sales y medios
tamponados. Los soportes parenterales comprenden soluciones de cloruro sdédico, dextrosa anular, dextrosa y
cloruro sédico, lactato anular y aceites combinados. Los soportes intravenosos comprenden, por ejemplo, medios
liquidos, nutrientes y electrolitos como medios de ampliacién, (tales como, por ejemplo, los que se basan en
dextrosa anular (“Ringer”). La composicion, segun la invencion, puede comprender ademas un medio conservante y
otros aditivos, tales como, por ejemplo, compuestos antimicrobianos, antioxidantes, formadores de complejos y
gases inertes. Ademas, se pueden contener, dependiendo de la utilizacion prevista, compuestos tales como
interleucina, factores de crecimiento, factores de diferenciacion, interferones, proteinas quimiotacticas o un agente
inmunomodulador no especifico.

Las sustancias tampon utilizadas son apropiadas durante la fase de enfriamiento, congelacion, secado por
pulverizacién o liofilizacion para mantener el valor del pH ajustado dentro del rango prescrito. Las sustancias tampon
se escogeran preferentemente de forma tal que, para una capacidad reducida de tampdén, no es posible la variacion
del valor del pH ajustado de la solucion durante el proceso de congelacion a valores demasiado reducidos. Durante
el mantenimiento de un elevado valor de pH durante el proceso de liofilizacién, la estabilidad del polipéptido queda
garantizada. Una reducida capacidad tampén es ademas preferente para una solucion para inyecciones lista para
aplicacion. En el ejemplo 1, se describe un procedimiento para la comprobaciéon del valor del pH durante la
refrigeracion o bien durante la congelacion de preparados medicamentosos. Con ayuda de este u otros
procedimientos similares, se pueden determinar sustancias tampon que son apropiadas para el procedimiento de la
invencion.

En el estado de la técnica se describen multiples medicamentos que contienen soluciones tamponadas compuestas
de bajo peso molecular, compuestos olegdmeros (incluso péptidos) y compuestos de alto peso molecular (incluso
polipéptidos). De modo correspondiente, para mdltiples medicamentos de este tipo, que contienen las
correspondientes composiciones, que son estables en un amplio rango de pH, se describen procedimientos para
mejorar las caracteristicas de almacenamiento que son conocidos por los técnicos. Son ejemplos de ello
procedimientos que comprenden la congelacion, secado por pulverizacion o liofilizacion del medicamento. En base a
esta estabilidad independiente del valor de pH hasta el momento, no se habia descrito como necesario ningun
control especifico del valor del pH durante el proceso de congelacion o de secado por pulverizacion. Igualmente, se
disponen en las instalaciones de liofilizacion habituales para la fabricacion de medicamentos y preparados
medicamentosos.

En la utilizacion de estos procedimientos conocidos, se comprobd de manera sorprendente que las propiedades de
la lectina de rViscumin y otros polipéptidos dimeros de plantas de la clase Il de las proteinas activadoras de
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ribosomas (RIP Il) son sensibles en circunstancias determinadas al valor del pH del medio de solucion utilizado en
este procedimiento. Las variaciones fuertes de este valor y, en especial, un medio fuertemente acido puede tener
como consecuencia una determinada pérdida de las propiedades especificas de la lectina. De manera
correspondiente, el mantenimiento del rango de pH anteriormente determinado es una caracteristica importante de
la invencion. Para el mantenimiento de estas propiedades especificas, es necesario un control del valor del pH de la
solucion en todas las etapas de preparacion para garantizar la estabilidad del polipéptido. En el ejemplo 1, se ha
descrito un procedimiento para la comprobacién del valor del pH durante el enfriamiento, o bien congelacion de
preparados medicamentosos.

En una forma de realizacién preferente, el procedimiento descrito comprende un polipéptido, que contiene

(a) el polipéptido fijador de carbohidratos recombinante o un fragmento funcional o derivado de dicho polipéptido,
que esta fusionado con un péptido con funcién citotdxica, formando una proteina de fusién;

(b) el polipéptido fijador de carbohidratos recombinante o un fragmento funcional o derivado de dicho polipéptido, el
cual esta unido a otro polipéptido que presenta una actividad enzimatica rARN-glicosidasa;

(c) el polipéptido fijador de carbohidratos recombinante o un fragmento funcional o derivado de dicho polipéptido, el
cual esta unido a otro polipéptido, en el que una actividad enzimatica rARN-glicosidasa ha sido sustituida por otra
actividad citotdxica; o bien

(d) el polipéptido fijador de carbohidratos recombinante o un fragmento funcional o derivado de dicho polipéptido, el
cual esta unido a una proteina de fusién, que comprende un polipéptido con actividad enzimatica rARN-glicosidasa
y/u otra actividad citotoxica.

De modo correspondiente a esta forma de realizacion preferente de la invencion, el polipéptido que fija carbohidratos
recombinante o un fragmento funcional o derivado de dicho polipéptido esta unido a otro péptido que presenta
actividad citotdxica. Esta union del péptido puede ser covalente, también una unién que concierne a otros efectos de
intercambio fisicoquimico. Los ejemplos para la unién covalente de los péptidos de la invencion comprenden tanto
uniones de péptidos que son caracteristicos para proteinas de fusién como también uniones de disulfuro.

En el sentido de la invencion, el polipéptido de fijacion de carbohidratos o un fragmento funcional o derivado de
dicho polipéptido posibilita una interaccion de la proteina con la superficie celular de la célula diana. En combinacion,
el péptido actua con actividad citotoxica o bien de forma directa sobre la superficie celular (por ejemplo, por
formacién de poros en la membrana celular) o bien después de la introduccion en la célula (por ejemplo, por
inhibicion o destruccidon de la biosintesis proteinica por induccién de una cascada de sefal de apoptosis o por
inhibicion de la destruccion de la actividad de las mitocondrias). La actividad citotoxica puede ser comprobada
mediante diferentes pruebas conocidas por los expertos (“‘prueba JAM” ver Matzinger (1991), "*'Cr-
Freisetzungstest", "Propidiumlodid-Farbung von Zellen" o bien "Annexin-V Test" ver Dulat (2001)).

Son ejemplos para péptidos con actividad enzimatica rARN-glicosidasa de proteinas inactivadores de ribosomas
(RIP), entre otros, los trabajos de Endo y otros (1988 y 1989) y un articulo de resumen de Peumans y otros (2001).

En otra forma preferente de realizacion del procedimiento, el polipéptido que fija carbohidratos, recombinante, es la
cadena B de una proteina inactivadora de ribosomas.

En otra forma de realizacion preferente, el polipéptido adicional, que esta unido con el polipéptido de fijacion de
carbohidratos, recombinante, es la cadena A de una proteina inactivadora de ribosomas.

En otra forma de realizaciéon adicional preferente, la cadena B y/o la cadena A de la proteina inactivadora de
ribosomas corresponde a la cadena B o a la cadena A de una proteina inactivadora de ribosomas de tipo Il. Esta
proteina inactivadora de ribosomas de tipo Il es preferentemente rViscumin. Tanto la funcién como la formacion
recombinante de la holoenzima rViscumin son descritas como ejemplo para una proteina inactivadora de ribosomas
en el documento EP 0 751 221 B1.

En otra forma de realizacién preferente del procedimiento, se garantiza que el valor del pH de la solucién se
encuentra entre 6,0 y 9,0, siendo especialmente preferente un valor del pH de la solucion comprendido entre 7,5 y
8,5. Tal como se ha mostrado en los ejemplos, un pH de 8,0 es especialmente preferente. Un rango menos
preferente de pH de la solucién es el rango por encima de pH 12, puesto que para estos elevados valores de pH se
deben esperar desamidaciones vy, por lo tanto, se modificarian las propiedades del polipéptido como sustancia
medicamentosa. Sin excluir rangos de pH mas elevados, se escogera, por lo tanto, en el procedimiento de la
invencién, habitualmente un rango de pH mayor de 6,0 y menor de pH 12. No obstante, el técnico puede escoger
claramente también un rango de pH por encima de pH 12. No obstante, es preferente que el valor del pH del
medicamento antes de la administracion a los pacientes sea ajustado a un rango de pH de valor fisiolégico. Un
procedimiento para el control del valor del pH durante la realizacién de procedimiento de la invencién se describe en
el ejemplo 1.
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Es igualmente preferente un procedimiento en el que la sal o las sales del sistema tampdn son utilizadas en una
concentracion final de 0,6% a 2,4% (5 mM a 200 mM). Adicionalmente preferente es un procedimiento en el que la
sal o las sales del sistema tampoén son utilizadas en una zona de concentracion final de 100 mM a 200 mM. De
manera correspondiente, es preferente, por ejemplo, una concentracion final para tris-base de 100 a 200 nM (1,2% a
2,4%), puesto que en todos los estudios realizados a este respecto de la invencion se han observado con
formulaciones optimizadas una pérdida de rViscumin dependiente del proceso de 5% solamente. Para el rango de
concentracion final de 20 mM a 100 mM se detecté una correspondiente pérdida en un rango de 10 a 15 %, tal como
muestran los ejemplos. Para una concentracion por debajo de la concentracion 6ptima de 20 mM se detecté una
correspondiente pérdida en un rango 10 a 20%.

En relacién con la presente invencion, el concepto “concentracion final” significa la concentracion de la solucion en
masa/volumen (mN), que ajusta el técnico en los procesos de enfriamiento, congelacion, liofilizacion o secado por
pulverizacion.

Ademas, es preferente un procedimiento en el que la sal o las sales de sistema tampdn se escogen del grupo que
comprende: TRIS/HCI, TRICIN/HCI, HEPES/HCI, tampdn de carbonato aménico, TRIS/acido glutamico y TRIS/acido
asparaginico. Tal como se ha descrito, entre otros, en los ejemplos adjuntos, estos sistemas tampdn garantizan para
las combinaciones escogidas de sustancias de partida, un mantenimiento de un elevado valor del pH en las
correspondientes soluciones durante la fase de congelacion. Por esta razdn, los sistemas tampdn correspondientes
facilitan una aportacién decisiva para la estabilidad del polipéptido.

En otra forma de realizacién preferente del procedimiento de la invencion, para la estabilizaciéon de las propiedades
farmacolégicas del polipéptido, la solucién contiene una o varias sustancias con actividad superficial. Estas
sustancias con actividad superficial actian como medios reticulantes, disponen, por lo tanto, una solucién debajo de
la superficie y favorecen la reticulacion de liofilizados con una solucion de reconstitucion. Ademas, estas sustancias
presentan los llamados “hot spots” (“puntos calientes”) en las paredes de las cubas de preparacion utilizadas y
medios de envasado primarios, en las que se puede fijar preferentemente rViscumin como proteina hidréfoba. En
ausencia de medios reticulantes, son probables las pérdidas de proteina, por ejemplo, actividad de proteina durante
los procesos de fabricacion y de envasado y en las soluciones de medicamento. Ademas, la afiadidura de medios de
reticulacion es ventajosa para evitar pérdidas después de la reconstitucion del material en polvo liofilizado. Estas
pérdidas tendrian como resultado una dosificacién imprecisa.

Preferentemente, se utilizan, en este caso, tensoactivos no i6nicos como sustancias con actividad superficial, de
manera que éstas se utilizan en un rango de 0,01 a 5,0% de concentracion final.

Los tensoactivos no idnicos preferentes son escogidos del grupo que comprende: alcoholes grasos, glicéridos
parciales, Polysorbat, éter de acido polioxietilénico, y éster de acido graso polioxietilénico, poloxamero (Polimero
bloque de polioxipropileno-polioxietileno), éster de acido graso sacarido, éter de polioexietilensorbitol y éster de
acido graso de polioxietileno, éster de acido polioxiglicerina y fosfatidos.

Son ejemplos preferentes para Polysorbats los que se escogen del grupo que comprende Polysorbat 80, Polysorbat
20.

Son ademas preferentes el éter del acido graso polioxietilénico y el éster del mismo acido, macrogol éter o macrogol
éster, el poloxamero Pluronic F68, poloxamero 166 o 188 y los fosfatidos tales como lecitina. En esta relacién, estan
comprendidos también derivados de lecitinas de soja o de clara de huevo.

Son igualmente preferentes como sustancias con actividad superficial, los tensoactivos anféteros, que son utilizados
con un rango de concentracion final de 0,01 a 5,0%.

En una forma de realizacion igualmente preferente del procedimiento de la invencién, se afiaden a la solucién para
una liofilizacién, uno o varios lioprotectores en un rango de concentracion final de 4,0 a 10% y crioprotectores en un
rango de concentracion final de 0,01 a 1,0%. Los lioprotectores actian a este respecto para proteger sustancias en
el secado. Los crioprotectores tienen un objetivo correspondiente durante la congelacidon. Los rangos de
concentracion final que se han indicado para la utilizacion de lioprotectores y/o crioprotectores son preferentes,
siendo por lo tanto, comprendidos dentro del procedimiento de la invencion, asimismo, zonas de concentracion final
que se encuentran fuera de las zonas o rangos de concentracion final preferentes. Los lioprotectores se utilizan en
un rango de concentracion final de 4,0 a 10%. En combinacién con los lioprotectores o también en su ausencia, los
crioprotectores son preferentes en un rango de concentracion final de 0,05 a 0,1% de la solucion.

Preferentemente, se utilizan dextranos con una masa molecular de 1000 a 100000 Da y de manera especialmente
preferente, de 1000 a 10000 Da. Tal como en los ejemplos que se han descrito y documentado, los dextranos
constituyen lioprotectores preferentes que pueden ser utilizados sin “Mannit”, pero que pueden ser utilizados también
junto con otros lioprotectores en el procedimiento de la invencion. Tal como muestran los ejemplos, los dextranos
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pueden ser utilizados también solos de manera preferente sin otros lioprotectores en el procedimiento de la
invencién. La adecuacion individual de los dextranos como lioprotectores en el procedimiento de la invencion, en
especial en el proceso de liofilizacion, es sorprendente puesto que se ha indicado en el estado de la técnica, que el
dextrano solo puede proporcionar un efecto de estabilizacion de proteinas como sustancia acompafnante (Carpenter
y otros, 1993, Carpenter y otros, 1999, Allison y otros, 1999, Allison y otros, 2000).

De manera correspondiente, se utilizan sustancias iénicas como crioprotectores. Estas sustancias ionicas son
escogidas nuevamente de modo preferente del grupo que comprende cloruro soédico, sulfato sédico, cloruro potasico
y sulfato potasico. Igualmente, corresponde a la invencion la utilizacion de sales de sodio de acido editico. Estas
sales conducen por formacién de complejos de los iones metalicos introducidos en el proceso de fabricacion, a una
estabilizacion adicional de los polipéptidos.

De manera correspondiente al procedimiento de la invencion, los lioprotectores y los crioprotectores constituyen en
la liofilizacion, estructuras amorfas. Estos lioprotectores y crioprotectores impiden que durante el proceso de
liofilizacion se formen reticulas cristalinas (separaciones constantes de atomos) en una sustancia. La ausencia de
estructuras cristalinas en una sustancia puede ser demostrada por un analisis estructural cristalina en polvo (por
ejemplo, mediante difraccion de radiaciones de rayos x).

En otra forma de realizacion preferente del procedimiento, se utilizan aminoacidos como estabilizadores.
Preferentemente, estos son utilizados en una concentracién de 0,01 a 50 mg/ml. Adicionalmente, a efectos de
caracteristicas estabilizantes, se pueden utilizar aminoacidos segun la invenciéon también en forma de sustancias
tampon.

De manera preferente, los aminoacidos son escogidos del grupo que comprende aminoacidos &cidos, tales como
acido glutamico y acido asparaginico, el aminoacido basico arginina y el aminoacido neutro valina.

En otra forma adicional de realizaciéon del procedimiento de la invencién, el polipéptido que comprende, como
minimo, un polipéptido fijador de carbohidratos, recombinante, o un derivado funcional o un fragmento del
polipéptido fijador de carbohidratos, recombinante, en una concentracion final de 0,000001% (10ng/ml) a 1,0%
(10mg/ml). Es especialmente preferente una concentracion de proteinas de 0,000001% (100ng/ml) a 1,0% (1mg/ml).

Una forma de realizacion igualmente preferente del procedimiento comprende la formulacion adicional o
reconstitucion del medicamento como solucion acuosa o no acuosa. Esto comprende, ademas, la formulacion
adicional del medicamento como solucion de inyeccion, de instilaciéon o de infusion. De acuerdo con la invencion, las
soluciones de inyeccidon se administran dependiendo de las afecciones o enfermedades a tratar de forma
subcutanea, intramuscular, intravenosa, intracardiaca o intraperitoneal. Las soluciones para la instilacién en una
cavidad corporal son instiladas dependiendo de la afeccion a tratar, por ejemplo, en la vejiga de la orina.

En otra forma preferente de realizacion del procedimiento, se incluye ademéas la formulaciéon adicional o
reconstitucion del medicamento para utilizaciones gastrointestinal, oral, nasal, pulmonar, dérmica, transdérmica o
local.

Es ademas preferente la formulacidon del medicamento como jarabe, capsulas, tabletas, supositorios o geles.

Los denominados geles, que son fabricados por formulacion adicional del medicamento de la invencién, pueden ser
conseguidos por la utilizacién de formadores de hidrogeles inorganicos y organicos juntamente con soluciones
acuosas o acuosas/alcohdlicas. En este concepto, los formadores de hidrogeles son de origen natural, sintético-
parcial y sintético. Es comun en estas moléculas una capacidad de hinchamiento en parte de caracteristicas
extremas que lleva a la constituciéon de geles extendibles.

Es igualmente preferente ademas, la formulacion adicional del medicamento para conseguir un material en polvo
para inhalacion, el cual es administrado con un inhalador.

La invencion se refiere ademas a un medicamento que es fabricado de acuerdo con uno de los procedimientos de la
invencion.

Igualmente, la invencion se refiere a la utilizacion de un polipéptido para la fabricacion de dicho medicamento.

La administracion del medicamento, segun la invencion, puede tener lugar, dependiendo de la formulacion prescrita,
por diferentes vias, por ejemplo, por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, local o intradérmica.
El tipo de dosificacion se determina por el médico que efectua el tratamiento de manera correspondiente a factores
clinicos. Es conocido por el experto que el tipo de la dosificacion depende de diferentes factores tales como, por
ejemplo, la dimensién, la superficie corporal, la edad, el estado o la salud en general del paciente y, asimismo, de
medios especiales por los que se efectia la administracion, de la duracion y tipo de administracion y de otros
medicamentos que pueden ser administrados posiblemente de forma paralela.
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En las figuras,

La figura 1 muestra la variacion del valor de pH de una solucién tampén dependiendo de la temperatura. La solucion
tampoén corresponde a un tampén de fosfato 20mM y contiene, ademas, 0,1% de cloruro sdédico. Esta solucién
tampon fue enfriada, tal como se ha descrito en el ejemplo 1, en un criostato de tipo comercial con control de
temperatura. El valor de pH en la solucién se determin6 con electrodos de pH especiales de tipo apropiado. La
velocidad de enfriamiento ascendi6 en la prueba mostrada a 1,2 K. El desarrollo de la curva mostrada indica que el
enfriamiento de la solucién tampén desde RT al punto de congelacidon de la solucion no tiene ninguna influencia
significativa en el valor de pH de esta solucion. Si la solucidn es enfriada a temperaturas por debajo del punto de
congelacion, se observa una reduccion significativa del valor del pH de 8 a menos de 5.

La figura 2, muestra la estabilidad de rViscumin especifica de carbohidratos dependiendo del valor de pH y de un
almacenamiento durante tiempo reducido a 2-8°C, encontrandose rViscumin en una solucién salina tamponada.

La solucién tampdn corresponde a un tampoén fosfato 20mM (pH 7,2), que fue ajustada con NaOH (1 My 0,1 M) o
bien HCI (10% o bien 1%) a un valor de pH de 3, 4, 5, 7, 8 y 9. Las soluciones tamponadas con fosfato contienen
ademas NaCl en una concentracion de 0,7 a 0,9% para el ajuste de la isotonia de las soluciones, y
polivinilpirrolidona de bajo peso molecular en una concentracion de 0,1 g/l para evitar la adsorcién del polipéptido en
la superficie del recipiente.

En la prueba mostrada en la figura, se observd que la estabilidad del polipéptido rViscumin en las soluciones
tamponadas, disminuye al disminuir el valor de pH. Por debajo de un valor de pH 6, no existe ya después de un
tiempo corto de almacenamiento rViscumin con propiedades especificas de carbohidratos.

La figura 3, muestra la estabilidad de rViscumin (rML) especifico de carbohidratos en una solucion estabilizada y
tamponada y el material en polvo conseguido de la misma mediante liofilizacion (liofilizado) con dependencia de la
temperatura.

La soluciéon tampén corresponde a un tampon TRIS/HCI 200 mM (pH 8,0), que contiene 8,0% (p/v) dextrano T10,
0,1% (p/v) NaCl y 0,1% (p/v) Polysorbat 80. EIl rViscumin se encuentra en una concentracién de 2,0ug/ml en la
solucion. La solucion es dividida, tal como se describe en el ejemplo 3, tratada y sometida a investigacion.

El resultado de la investigacion mostrado en la figura, indica que el contenido de rViscumin en la solucion
estabilizada y tamponada, disminuye desde una temperatura de 40°C fuertemente. A 50°C, se muestran todavia
solamente el 50% de la concentracion de salida de rViscumin con propiedades especificas de carbohidratos. A 60°C,
no se detecta cantidad alguna de rViscumin especifica de carbohidratos. La temperatura de descomposicién de
rViscumin en solucién se encuentra, por lo tanto, entre 40°C y 50°C.

El contenido detectado de rViscumin con propiedades especificas de carbohidratos en cuerpos soélidos disminuye
solamente de manera muy lenta con la elevacion de la temperatura. Para una temperatura de 50°C, se puede
detectar todavia un contenido de 94%, y a 60°C un contenido de 91% del contenido inicial.

Figura 4

La figura 4 muestra la dependencia de la actividad de fijacion a carbohidratos de rViscumin en solucién acuosa con
la variacion del valor del pH.

Figura 5

La figura 5 muestra la dependencia de la estabilidad de la actividad de unién de carbohidratos del rViscumin en
solucion acuosa y como material en polvo liofilizado con el aumento de la temperatura.

Figura 6

La figura 6 muestra la influencia que tienen las sustancias auxiliares Pluronic F68 y Polysorbat 80 en sus
propiedades como crioprotectores sobre la etapa de proceso de congelacién/descongelacién de una solucion
acuosa de rViscumin en tampon TRIS 100 mM pH 8,0. Las soluciones contienen el lioprotector dextrano T1 en una
concentracion de 2% que se encuentra por debajo del rango preferente.

Figura 7

Al figura 7 muestra la influencia que la concentracion de proteinas de una solucién acuosa de rViscumin presenta
sobre el proceso de liofilizacion.

Figura 8
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La figura 8 muestra la influencia que tiene el lioprotector Mannit y una mezcla de Mannit junto con un lioprotector no
cristalizante sobre rViscumin.

Figura 9

La figura 9 muestra la adecuacioén y el rango 6ptimo del lioprotector dextrano T1 sobre la estabilidad de rViscumin
durante la liofilizacién.

Figura 10

La figura 10 muestra la influencia de diferentes lioprotectores sobre la estabilidad de preparados de rViscumin
liofilizados a una temperatura que se ha elevado a 60°C.

Figura 11

La figura 11 muestra la estabilidad en almacenamiento de una preparacion acuosa de rViscumin (Quadrate) a lo
largo de 10 semanas y un liofilizado (Rauten) a lo largo de 56 semanas a una temperatura de almacenamiento de 2-
8°C.

Ejemplo de referencia 1:
Procedimiento para la comprobacion del valor de pH durante el enfriamiento por congelacion de medicamentos

rViscumin es una proteina dimera, preparada de forma recombinante, de plantas con actividades de union especifica
del azucar. El efecto farmacoldgico de la proteina, inicio de apoptosis de células, se correlaciona con el
mantenimiento de la actividad de union especifica de azucar. EI mantenimiento de la especificidad del azucar
depende fuertemente del valor de pH del medio circundante. Con un valor de pH del medio en descenso, disminuye
fuertemente para un valor del pH menor de 6,0, la actividad de unién del azucar del rViscumin. Esto se refiere
también para una variante de pH durante el proceso de congelacion en la liofilizacién de preparados acuosos con
rViscumin. Por esta causa, el control del pH de sistemas tampdn es necesario durante la congelacion de preparados
de medicamentos de rViscumin dentro del ambito de la liofilizacion.

El objetivo puede ser conseguido de manera que se pueden preparar compuestos farmacéuticos de rViscumin o su
composicion base sin sustancia activa (combinacion de las sales tampdén) en un volumen de 15 ml en recipientes de
congelacién habituales (viales). Los recipientes de congelacion son dispuestos en un criostato de tipo comercial con
control de temperatura. Se utilizan electrodos de pH adecuados especiales (por ejemplo, los electrodos resistentes a
la presion Sure-Flow pHuture Probe con convertidor modelo 605-suministro de tension para electrodos ISFET, Orion
o electrodos de cristal resistentes a la congelacion ( de la firma Schott Gerate GmbH, Hofheim). La designacion de
los valores de pH tiene lugar con medidores comerciales de pH. Una velocidad de enfriamiento de 1,2 K es
apropiada para constituir la simulacién de la velocidad de enfriamiento de los aparatos de liofilizacién. Los valores de
pH en la soluciéon se miden con dependencia de la temperatura.

En la figura 1 se ha mostrado el desarrollo del valor de pH de un tampén de fosfato sédico 20 mM (pH 8,0 a RT)
segun la temperatura.

Los tampones de fosfato muestran, con la reduccion de la temperatura por debajo de 0°C, una fuerte reduccion del
valor de pH, tal como se puede justificar en el ejemplo del tampdn de fosfato 20 mM con cloruro sédico a 0,1% (p/v)
con el procedimiento descrito. Esto permite concluir una variacion fisica del sistema de tampodn. Es conocido que el
fosfato monohidrogenado de sodio con temperatura decreciente cristaliza a partir de soluciones tamponadas
acuosas, y de esta forma condiciona esta variacion del pH.

Se han descrito ya preparados acuosos de rViscumin en el documento EP 0 751 221 B1. Estas preparaciones
adecuadas, medicamentos, son soluciones acuosas tamponadas con fosfato pH 7,2 y una concentracién de
rViscumin de 100 - 200 ng/ml y teniendo, por ejemplo, la siguiente composicion:

rViscumin 100 ng
Fosfato sédico monohidrogenado dihidratado 3,56 mg
Fosfato sodico dihidrogenado dihidratado 0,64 mg
Cloruro de sodio 67,0 mg
Poli(1-vinil-2-pirrolidona) K 17 0,5 mg
Agua para inyeccién hasta 1 ml

Los tampones de fosfato pH 7,2 muestran en el enfriamiento y congelacion una reduccion dependiente de la
disminucion de temperatura del valor de pH, tal como se ha medido también para el tampén fosfato pH 8,0 y se
describe en la figura 1. Es conocido por los técnicos en la materia que los valores iniciales reducidos de pH en la
congelaciéon de la solucion acuosa conducen a fuertes desplazamientos en la zona acida, puesto que aumenta la
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concentracion de fosfato de sodio dihidrogenado. Si las preparaciones, composicion antes indicada, son liofilizadas,
ello conduce forzosamente a unas condiciones de pH mas reducido por debajo de pH 6, por debajo del cual el
rViscumin no es estable y se produce la desnaturalizacién de la proteina con pérdida de actividad, tal como se
muestra en la figura 5 para preparados acuosos de rViscumin.

Las variaciones de pH de los tampones bioldgicos TRIS/HCI, TRICIN/HCI y Hepes/HCI pH 8,0 se muestran y se
explican en la obra de Gloger O., Miiller B.W., 2000.

Los sistemas de tampon que comprenden TRIS/HCI, TRISIN/HCI y Hepes/HCI ajustados a un valor de pH 8,0
muestran, con la reduccion de la temperatura, una reducida variacion continua del pH hacia valores de pH mas
elevados, hasta 9,0 (Gloger O., Miller B.W., 2000).

Ejemplo de referencia 2: estabilidad de rViscumin especifico de carbohidratos con dependencia del valor de pH y
tiempo reducido de almacenamiento

Se disuelve rViscumin con una concentracion de 200 ng/ml en diferentes tampones. Partiendo de un tampén de
fosfato 20 mM (pH 7,4) se preparan con NaOH (1 My 0,1 M) o bien HCI (10% o bien 1%) tampones con valores de
pH 3, 4, 5,7, 8 y 9. Las soluciones tamponadas con fosfato contienen ademas NaCl con una concentracion final de
0,7-0,9% para el ajuste de la isotonia de la solucion y polivinilpirrolidona con reducido peso molecular en una
concentracion de 0,1 g/l para evitar la adsorcién del polipéptido en la superficie del recipiente. Las soluciones son
filtradas con la separacion de bacterias sobre una membrana (dimensiones de poros 0,2 um) y son dispuestas en
recipientes cerrados de polietileno a temperatura controlada a 2-8°C. Con dependencia del tiempo, se han sacado
muestras. Estas muestras son diluidas 1:10 con tampoén fosfato 2 mM (pH 7,4) para conseguir soluciones para la
determinacién del contenido de proteinas con actividad de lectina mediante un inmunoensayo especifico acoplado a
enzimas con utilizacién de una glicoproteina y un anticuerpo monoclonado especifico. Un ejemplo de ensayo para la
determinacion del contenido de proteinas de una solucion con actividad de lectina se muestra en el ejemplo 4.

La investigacidon mostrada en la figura 2 muestra que la estabilidad del polipéptido rViscumin en soluciones
tamponadas disminuye con la disminucién del pH fuertemente. Por debajo de un valor de pH 6 no existe, después
de un corto periodo de almacenamiento, ningun rViscumin con actividad de lectina en las soluciones. La estabilidad
mas elevada de rViscumin, con mantenimiento de la actividad de lectina, se observa para valores de pH elevados.

Ejemplo de referencia 3: Estabilidad de rViscumin (rML) liofilizado

El rViscumin esta disuelto en una concentracién de 2,0 yg/ml en una solucion estabilizada y tamponada de tampodn
Tris/HCI 200 mM (pH 8,0), 8,0% (p/v) dextrano T10, 0,1 % (p/v) de NaCl y 0,1% (p/v) de Polysorbat 80. Una parte de
esta solucion es transferida en condiciones asépticas mediante liofilizado pasando a material en polvo. Para ello, 0,5
ml de la solucién se llenan en viales de vidrio después de filtrado de bacterias a través de un filtro de 0,2 ym, se tapa
parcialmente con un tapon de liofilizacion y se seca en una instalaciéon de liofilizado. La otra parte es igualmente
filtrada de bacterias, llenada en viales de vidrio y cerrada almacenandola hasta el ensayo a 2-8°C.

Después de liofilizacion, tanto los viales de vidrio con soluciones acuosas como también los que contienen cuerpos
solidos (solucién seca), son dispuestos en un bafio de agua controlado con control de temperatura y tiempo. Los
viales de vidrio fueron dispuestos a las siguientes temperaturas:

5 minutos a 30°C
calentamiento con aumento de temperatura de 1,5°C/minuto
5 minutos a 40°C
calentamiento con aumento de temperatura de 1,5°C/minuto
5 minutos a 50°C
calentamiento con aumento de temperatura de 1,5°C/minuto
5 minutos a 60°C

El contenido de proteinas con actividad de lectina de las muestras seleccionadas de la solucién y del cuerpo sélido
se determind después de la conduccion a temperatura mediante un inmunoensayo acoplado a enzimas de tipo
especifico con utilizacion de una glicoproteina y un anticuerpo monoclonal especifico. Un ejemplo para un ensayo
para la determinacion del contenido de proteinas de una solucién con actividad de lectina se describe en el ejemplo
4.

El ensayo mostrado en la figura 3 indica que el contenido de rViscumin en la solucion tamponada y estabilizada
disminuye fuertemente desde una temperatura de 40°C. A 50°C se detecta solamente 50% de la concentracion
inicial de rViscumin con actividad de lectina. Después de que la solucién ha sido calentada a 60°C, no se puede
encontrar contenido alguno de rViscumin con actividad de lectina. La temperatura de descomposicién de rViscumin
en solucion se debe estimar, por lo tanto, entre 40°C y 50°C. El contenido de rViscumin con actividad de lectina en
los cuerpos solidos aumenta solamente de manera muy lenta con la elevacién de la temperatura. A una temperatura
de 50°C se halla un contenido de 94% y a 60°C un contenido de 91% del contenido de partida de rViscumin con
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actividad de lectina. Esto muestra que el polvo liofilizado de rViscumin es esencialmente mas estable que en la
solucion.

Ejemplo de referencia 4: Determinaciéon del contenido de proteina de una solucion con actividad de lectina

100 pl de una solucién de 0,1 mg/ml de asialofetuina en tampoén de carbonato a pH 9,6 son dispuestos en los
pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos con elevada union de proteinas y sometidos a incubacion
durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS con un contenido de 0,05 g/l de
Polysorbat 80, los pocillos de la placa de microtitulacién fueron incubados durante 1 hora a temperatura ambiente
con 200 ul de PBS conteniendo 10 g/l de albumina de suero bovino y 0,05 g/l de Polysorbat 80 (bloqueo de lugares
de unién no especificos). Después de tres lavados, se disponen en los pocillos 100 pl de solucién de referencia de
rViscumin en cada uno de ellos en un rango de concentracion de 10-200 ng/ml, 100 pl de la solucién de ensayo y
100 pl del tampoén (PBS con 0,05 g/l de Polysorbat 80) para la determinacion del valor en vacio, y se incubaron a
temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, los pocillos de la placa de microtitulacion son lavados
recibiendo la adicion de 100 pl de una solucidon de un anticuerpo de deteccion monoclonal especifico (IgG de raton
de cadena A anti-rViscumin) con una concentracion de 1 pg/ml en PBS conteniendo 0,05 g/l de Polysorbat 80 y 0,1
g/l de albumina de suero bovino, efectuandose incubaciéon durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos de
las placas de microtitulacion son lavados tres veces y reciben la adicién de 100 ul de un anticuerpo anti-lgG de raton
acoplado a peroxidasa (POD) con una dilucién correspondiente a las instrucciones de los suministradores
efectuandose incubaciéon durante una hora a temperatura ambiente. Los pocillos de la placa de microtitulacién son
lavados seis veces y a continuacién reciben la adicion de 100 pl de una solucion de una tableta
ortofenilendiamina/H20; de tipo comercial en 25 ml de tampdn citrato pH 5 con incubacién durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Después de 15 minutos, se facilita a cada uno de los pocillos 100 ul de acido
sulfdrico 1 M y se determina la intensidad de la coloracién de la solucién por medicién de absorcion.

El contenido en las soluciones de ensayo se determina por comparacion con las soluciones de referencia.

Ejemplo 5: Solucién de inyeccion de rViscumin 10 ug/mi (liofilizado) conteniendo dextrano

Se describen varias composiciones para soluciones de inyeccidon que contienen dextrano.

Para ello, se disolvieron Polysorbat, tris-base y dextrano en el 80% de la cantidad necesaria de agua a efectos de
inyeccion. A continuacion, se ajusta el pH con HCI (1 N) a 8,0. En esta solucion se dispone el rViscumin y se mezcla
bien. Con el agua restante, se amplia al volumen tedrico requerido. A continuacion, la solucidon es sometida a filtrado

estéril sobre un filtro de 0,2 ym. La solucién es dispuesta en condiciones asépticas en viales de vidrio, cerrada
previamente con tapones de liofilizado, y secada en la instalacion de liofilizacion.

Composicion con dextrano T1

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1 N) para pH 8,0
Dextrano T 1 80 mg

Agua para inyecciéon  hasta 1,0 ml

Se describe ademas una composicion que comprende adicionalmente NaCl. Este se disuelve simultaneamente con
Polysorbat, tris-base y dextrano en agua.

Composicion con dextrano T1 y NaCl

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1 N) para pH 8,0
NaCl 1 mg
Dextrano T 1 80 mg

Agua para inyeccion  hasta 1,0 ml

En el dltimo ejemplo para este grupo de compuestos de rViscumin se describe ademas la preparacion de una
solucion de inyeccién de rViscumin que comprende, ademas de NaCl, Na-EDTA. Estos fueron disueltos
simultdneamente con Polysorbat, tris-base y dextrano en agua.

Composicion con dextrano T1 y NaCl y Na-EDTA

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-Base 24,2 mg
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HCI (1 N) para pH 8,0
EDTA disddico 0,01 mg
NaCl 1mg
Dextrano T 1 80 mg
Agua para inyeccion hasta 1,0 ml

Para la reconstitucion del liofilizado, los componentes de los ejemplos mostrados son dispuestos en las cantidades
de agua indicadas.

Ejemplo de referencia 6: Solucién de inyeccion de rViscumin 10 pg/ml (liofilizado) que contiene ciclodextrina g-HP

Composicion con ciclodextrina B-HP

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-Base 24,2 mg
HCI (1 N) para pH 8,0
EDTA disodico 0,01 mg

Ciclodextrina B-HP 80 mg
Agua para inyeccion  hasta 1,0 ml

Para la preparacion de esta solucion de inyeccion, se disolvieron Polysorbat, tris-base, acido edetindisodico y B-
hidroxipropil-ciclodextrina en 80% de la cantidad necesaria para inyeccion. A continuacioén, se ajusta el pH con HCI
(1 N) a 8,0. En esta solucion, se dispone el rViscumin y se mezcla bien. Con el agua restante, se amplia al volumen
tedrico requerido. A continuacién, la soluciéon es sometida a filtrado estéril con un filtro de 0,2 uym. La solucién es
llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas, se cierran previamente con tapones de liofilizacion y se secan
en la instalacién de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 7: Solucion acuosa de rViscumin 10 ug/ml (liofilizado) que contiene aminoacidos

La preparacion de las soluciones tiene lugar segun el proceso descrito en el ejemplo 4. De manera correspondiente,
se disuelve Polysorbat, tris-base, cloruro sédico y los aminoacidos en el 80% de la cantidad de agua necesaria para
inyeccion. Las soluciones son llenadas en condiciones asépticas en ampollas de vidrio o frascos de vidrio. El
medicamento es estable en las condiciones de almacenamiento de 2-8°C.

Composicion con acido glutamico

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-Base 2,4 mg

HCI (1 N) para pH 8,0
NaCl 6,5 mg
Acido glutamico 0,1mg

Agua para inyeccion _hasta 1,0 ml

Composicion con acido glutamico y valina

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-Base 2,4 mg

HCI (1 N) para pH 8,0
NaCl 6,5 mg
Acido glutamico 0,1 mg
Valina 10 mg
Agua para inyeccion hasta 1,0 ml

Si se afiaden a las soluciones antes del llenado 80 mg de dextrano T1, se pueden preparar de manera
correspondiente los liofilizados.

Ejemplo de referencia 8: Influencia de diferentes aminoacidos sobre la estabilidad de soluciones salinas tamponadas
de rViscumin especifico de carbohidratos

En el curso de la descripcidn, se demostré que representantes de aminoacidos con propiedades &cidas, neutras y
basicas estan en condiciones de estabilizar el polipéptido rViscumin en soluciones acuosas tamponadas.

La investigacion reunida en las siguientes tablas manifiesta las diferentes influencias de los aminoacidos sobre la
estabilizacién de rViscumin en soluciones salinas acuosas tamponadas para un valor de pH de 8,0.
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Aminoéacido Concentracién mg/ml  Valor inicial contenido (%) Contenido (%) 3 dias en almacenamiento

ninguno - 100% 21,7%
acido glutamico 0,1 100% 100%
10 100% 100%

valina 0,1 100% 24.2%

10 100% 91,3%

arginina 0,1 100% 74,2%

10 100% 30,5%

Si se almacena la solucién de rViscumin durante tres dias a 2-8°C, después de este periodo de tiempo se puede
detectar todavia el 22% de rViscumin especifico de carbohidratos.

Si, por el contrario, la solucién recibe la anadidura del aminoacido acido glutamico de tipo &cido, que se utiliza en
este caso como ejemplo de un aminoécido acido, se puede hallar todavia, después de tres dias de almacenamiento
correspondientes, el 100% del polipéptido rViscumin especifico de carbohidratos. Este efecto estabilizante se
observa en el rango de concentracion 0,1-10 mg/ml.

Si se afiade un aminoacido neutro, tal como, por ejemplo, valina, se observa de modo correspondiente una
estabilizacion del polipéptido en solucién acuosa. Para este aminoacido, todo el rango de concentracion efectivo de
estabilizacion se encuentra en 10 mg/ml. Se encuentran después de tres dias de almacenamiento todavia 91% del
contenido inicial de rViscumin.

De manera sorprendente, se pudo observar también con aminoacidos con propiedades basicas en el rango de
concentracion reducido de 0,1 mg/ml, un efecto estabilizador de la proteina. La cantidad de la proteina que se
encuentra de nuevo en la correspondiente solucion, con un contenido de 74%, esta notablemente por encima del
contenido observado de 22% en el control.

Por lo tanto, los aminoacidos tienen como aditivos un efecto estabilizante, tanto en soluciones acuosas como
también como aditivos en composiciones secas (polvo, liofilizado) de rViscumin.

Ejemplo de referencia 9: solucién acuosa de rViscumin, concentrado para infusion de 200 pg

Se describe a continuacion un ejemplo para la preparaciéon de una solucién, o bien de un concentrado, de rViscumin
para infusion:

Composicion con acido glutamico

rViscumin 0,20 mg
Polysorbat 80 10 mg
Tris-base 24,1 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 65 mg
Acido glutamico 1 mg
Agua para inyeccién hasta 10 ml

La preparacion de la solucion tiene lugar segun el proceso descrito en el ejemplo 4. De manera correspondiente, el
Polysorbat, tris-base, cloruro sédico y acido glutamico se disuelven en el 80% de la cantidad requerida de agua para
inyeccion. A continuacion, el pH se ajusta a 8,0 con HCI (1N). En esta solucion, se dispone el rViscumin y se mezcla
bien. Con el agua restante se aumenta al volumen teérico requerido y la solucién es filtrada a esterilidad sobre un
filtro de 0,2 um. La solucion es llenada en frascos de vidrio en condiciones asépticas. EI medicamento es estable en
condiciones de almacenamiento de 2-8°C.

Si se afaden a la solucién antes del llenado 800 mg de dextrano T1, se puede preparar de manera correspondiente
un liofilizado.

Ejemplo de referencia 10: solucién acuosa para instilacion de rViscumin 500 ug

A continuacién se explica un ejemplo para la preparacion de una solucion de rViscumin para la instilacién en una
cavidad corporal:
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Composicion con acido glutamico

rViscumin 0,5mg
Polysorbat 80 500 mg
Tris-base 121,1 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 350 mg
Acido glutamico 5mg
Agua para inyeccion hasta 50 ml

La preparaciéon de la soluciéon tiene lugar segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4. De manera
correspondiente, se disuelve Polysorbat, tris-base, cloruro sédico y acido glutamico en el 80% de la cantidad de
agua necesaria para inyecciéon. A continuacion se ajusta el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucién se dispone el
rViscumin y se mezcla bien. Con el agua restante se amplia el volumen tedrico requerido y la solucion es filtrada a
esterilidad con un filtro de 0,2 pm. La solucién es llenada en frascos de vidrio en condiciones asépticas. El
medicamento es estable en las condiciones de almacenamiento de 2-8°C.

Si se afiade la solucion antes del llenado de 2,0 g de dextrano T1, se puede preparar igualmente un liofilizado.
Ejemplo de referencia 11: solucion de rViscumin 10 pg/ml (liofilizado) que contiene glucosa
Tal como se ha descrito en lo anterior, en una forma de realizacién preferente de la invencién se afiadira azucar a la

solucién de rViscumin. Un ejemplo para la preparacion de dicha solucion, que sera liofilizada a continuacion, se
explica a continuacion:

Composicion con glucosa y NaCl

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 1mg
Glucosa 80 mg
Agua para inyeccion hasta 1,0 ml

Se disuelve Polysorbat, tris-base y glucosa en el 80% de la cantidad de agua necesaria para inyeccion. A
continuacion se ajusta el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucién, se dispone el rViscumin y se mezcla bien. Con el
agua restante se amplia al volumen tedrico necesario. A continuacion, la solucién es filtrada a esterilidad sobre un
filtro de 0,2 um. La solucién es llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas, se cierra de forma previa con
tapones de liofilizacion y se seca en la instalacion de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 12: solucién de rViscumin que contiene sorbitol 10 pug/ml (liofilizado)
Tal como se ha descrito en lo anterior, en otra forma de realizacion preferente de la invencién se afiade sorbitol a la

solucion de rViscumin. Un ejemplo para la preparacion de dicha solucion, que sera liofilizada a continuacion, se
explica a continuacion:

Composicion con sorbitol y NaCl

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 1mg
Sorbitol 80 mg
Agua para inyeccién hasta 1,0 ml

Se disolvieron Polysorbat, tris-base y sorbitol en el 80% de la cantidad de agua necesaria para inyeccion. A
continuacién se ajusté el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucion, se dispone el rViscumin y se mezcla bien. Con el
agua restante se amplia hasta el volumen teérico necesario. A continuacion, la solucion es filtrada a esterilidad sobre
un filtro de 0,2 um. La solucion es llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas con cierre previo con tapones
de liofilizacion y secada en la instalacion de liofilizacion.
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Ejemplo de referencia 13: solucién de rViscumin que contiene quitosano 10 pg/ml (liofilizado)

Composicion con sorbitol y NaCl

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 1mg
Quitosano (peso molecular reducido) 80 mg
Agua para inyeccion hasta 1,0 ml

Se disolvieron Polysorbat, tris-base, y quitosano en el 80% de la cantidad de agua necesaria para inyeccion. A
continuacion, se ajusto el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucion, se dispone el rViscumin y se mezcla bien. Con el
agua restante, se amplia hasta el volumen tedrico necesario. A continuacion, la solucion es filtrada a esterilidad
sobre un filtro de 0,2 um. La solucién es llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas con cierre previo con
tapones de liofilizacion y secada en la instalacion de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 14: solucién de rViscumin que contiene aerosil 100 ug/ml (liofilizado)

Composicion con didxido de silicio

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1N) para pH 8,0
Dioxido de silicio (coloidal) 20 mg
Dextrano T1 60 mg
Agua para inyeccion hasta 1,0 ml

Se disolvieron Polysorbat, tris-base y dextrano en el 80% de la cantidad de agua necesaria para inyeccion. A
continuacion, se ajusté el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucion, se dispone el rViscumin y el dioxido de silicio
coloidal y se mezcla bien. Con el agua restante, se amplia hasta el volumen tedrico necesario. La soluciéon es
llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas con cierre previo con tapones de liofilizaciéon y secada en la
instalacion de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 15: solucién de rViscumin que contiene povidona 10 pg/ml (liofilizado)

Composicion con polivinilpirrolidona y NaCl

rViscumin 0,01 mg
Polysorbat 80 1mg
Tris-base 24,2 mg
HCI (1N) para pH 8,0
NaCl 1mg
Polivinilpirrolidona K17 80 mg
Agua para inyeccién hasta 1,0 ml

Se disolvieron Polysorbat, tris-base y polivinilpirrolidona en el 80% de la cantidad de agua necesaria para inyeccion.
A continuacion, se ajusto el pH a 8,0 con HCI (1N). En esta solucion, se dispone el rViscumin y se mezcla bien. Con
el agua restante, se amplia hasta el volumen tedrico necesario. A continuacion, la solucién es filtrada a esterilidad
sobre un filtro de 0,2 um. La solucién es llenada en viales de vidrio en condiciones asépticas, con cierre previo con
tapones de liofilizacion y secada en la instalacion de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 16: rViscumin en polvo para la preparacion de una solucién, solucion de rViscumin 10 mg para
toma oral

Se explicaran ejemplos para la preparacion de rViscumin en polvo, que es preparado como material en polvo para
una aplicacién oral posterior y se disuelve en agua antes de la utilizacién:
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Composicién con dextrano

1. rViscumin 10 mg

2. Polysorbat 80 100 mg
3. Tris-base 24 mg

4. HCI(1N) para pH 8,0
5. Dextrano T1 1049

6. Sacarosa 10g

Las posiciones 1-4 y parte de 5 (dextrano T1 actia en esta composicidon como sustancia lioprotectora) son disueltas
en agua purificada hasta 10 ml y llevado a estado de polvo mediante liofilizacion. Este material en polvo puede ser
almacenado.

El material en polvo es mezclado, tal como en los ejemplos anteriores, con el resto de sustancias y es llenado en
frascos de 100 ml. Para la preparacion de la solucion, las sustancias son disueltas en agua hasta 100 ml.

Las posiciones 1-5 y parte de 6 (sacarosa actua en esta composicién como sustancia lioprotectora) fueron disueltas
en agua purificada hasta 10 ml y llevado a estado de polvo mediante liofilizacion. Este material en polvo puede ser
almacenado. El material en polvo es mezclado, tal como en los ejemplos anteriores, con el resto de sustancias y es
llenado en frascos de 100 ml. Para la preparacion de la solucion la sustancia es disuelta en agua hasta 100 ml.

Composicion con sacarosa (sucrosa)

1. rViscumin 10 mg

2. Polysorbat 80 100 mg

3. Tris-base 120 mg

4. Acido glutamico 10 mg

5. HCI(1N) para pH 8,0
6. Sacarosa 1049

7. Aromas 0,1 mg

8. Sorbitol 10 mg

9. Agua hasta 100 ml

Ejemplo de referencia 17: rViscumin en polvo para la preparacion de una solucioén, solucidon de 10 mg rViscumin en
jarabe para toma oral

Se describe a continuacion un ejemplo para la preparacién de rViscumin en polvo que es elaborado para una
aplicacion oral subsiguiente en forma de polvo para la preparaciéon de un jarabe, y antes de la aplicacion es disuelto
nuevamente en agua:

Composicién con sacarosa (sucrosa)

1. rViscumin 10 mg

2. Polysorbat 80 100 mg
3.  Tris-base 24 mg

4.  HCI(1N) para pH 8,0
5. Sacarosa 259

6. Hidroxietilcelulosa 400 700 mg
7. Goma xantano 300 mg
8. Aromas 0,1 mg
9. Glicerol 85% 19

10. Sorbitol 1049

Las posiciones 1-4 y parte de la 5 fueron disueltas en agua purificada hasta 10 ml mediante liofilizacién y preparadas
en forma de polvo. Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es mezclado de forma
conocida con las otras sustancias y llenado en frascos de 100 ml. Para la preparacién del jarabe, la sustancia es
disuelta en agua hasta 100 ml. Después de mantenimiento del tiempo de espera, el jarabe esta en condiciones de
administracion.

Ejemplo 18: tabletas de rViscumin 0,1/0,5 mg
Tabletas de 250 mg para administracién oral

Se muestran a continuacién ejemplos de preparacion de tabletas de rViscumin:

Composicién con dextrano/celulosa

1. rViscumin 0,1 mg 0,5mg
2. Lecitina de soja 10 mg 10 mg
3. Tris-base 24 mg 24 mg
4. HCI(1N) para pH 8,0 parapH 8,0
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5 Dextrano T1 100 mg 100 mg
6. Celulosa microcristalina 99 mg 99 mg
7. Diodxido de silicio altamente disperso (Aerosil) 5 mg 5mg

8. Polivinilpirrolidona reticulada (Kollidon CL) 5mg 5mg

9. Estearato magnésico 1mg 1mg

Las posiciones 1-5 son disueltas con agua purificada hasta 2 ml y preparadas en forma de polvo mediante
liofilizacion. Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es mezclado de forma conocida con
las demas sustancias siendo prensado en forma de tabletas. Estas tabletas pueden ser dotadas de una laca de tipo
habitual que impide la liberacion de la sustancia en el estdmago (liberacion retardada).

Composicion con sorbitol

1. rViscumin 0,1 mg 0,5 mg

2. Polysorbat 80 10 mg 10 mg

3. Tris-base 24 mg 24 mg

4, HCI(1N) para pH 8,0 parapH 8,0
5 Sorbitol 200 mg 200 mg

6. Dioxido de silicio altamente disperso (Aerosil) 5 mg 5mg

7. Carboximetilcelulosa sédica (Tilopur) 5mg 5mg

8. Estearato magnésico 1mg 1mg

Las posiciones 1-4 fueron disueltas en agua purificada hasta 2 ml y mediante liofilizaciéon preparadas en forma de
polvo. Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es mezclado de forma conocida con las
demas sustancias siendo prensado en forma de tabletas. Estas tabletas pueden ser dotadas de una laca de tipo
habitual que impide la liberacion de la sustancia en el estdmago (liberacion retardada).

Composicién con dextrano

1. rViscumin 0,1 mg 0,5 mg

2. Polysorbat 80 5mg 5mg

3. Tris-base 12 mg 12 mg

4, HCI(1N) para pH 8,0 parapH 8,0
5 Dextrano T1 40 mg 40 mg

6. Celulosa microcristalina 57 mg 57 mg

7. Diéxido de silicio altamente disperso (Aerosil) 5 mg 5mg

Las posiciones 1-5 son disueltas con agua purificada hasta 1 ml y se llevan a estado de polvo mediante liofilizacion.
Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es mezclado de forma conocida con las otras
sustancias en estado de polvo, el cual es llenado en capsulas de gelatina dura.

Ejemplo de referencia 19: supositorios de rViscumin 1 mg

250 supositorios para administracion en el intestino

Un ejemplo para la preparacion de supositorios de rViscumin se muestra a continuacion:

Composicion con ciclodextrina B-HP

1. rViscumin 1mg

2. Lecitina de soja 100 mg
3. Tris-base 24 mg

4. HCI (1 N) para pH 8,0
5. EDTA disddico 10 mg

6.  Ciclodextrina B-HP 160 mg
7. Estearato sédico 50 mg

8.  Macrogol 300 250 mg
9.  Glicerol 85% 199
10. Agua purificada hasta 2,5 g

Las posiciones 1-6 fueron disueltas con agua purificada hasta 2 ml y se llevaron a estado de polvo mediante
liofilizacion. Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es elaborado de forma conocida con
otras sustancias preparando supositorios. La mezcla del material en polvo de rViscumin disuelto en una mezcla de
agua purificada y glicerina al 85% en la matriz de los supositorios, tiene lugar a una temperatura controlada. La
masa es prensada para su conformacion y se solidifica mediante enfriamiento.

Ejemplo de referencia 20: gel de rViscumin 1 mg
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Gel hidrofilo para aplicacion dérmica sin conservacion

Un ejemplo de la preparacion de un gel de rViscumin hidréfilo para aplicacion dérmica se muestra a continuacion:

Composicion con ciclodextrina B-HP

1. rViscumin 1mg
2. Poloxamero 166 100 mg
3. Tris-base 24 mg
4. HCI (1 N) para pH 8,0
5. EDTA disodico 10 mg
6.  Ciclodextrina B-HP 160 mg
7. Monoestearato de sorbitan (Arlacel 60) 200 mg
8. Estearato de macrogol 9 300 mg
9.  Glicerina 85% 500 mg
10.  Triglicérido de cadena media 500 mg
11.  Agua purificada hasta 10 g

Las posiciones 1-6 fueron disueltas en agua purificada hasta 2 ml mediante liofilizaciéon y preparadas en forma de
polvo. Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es elaborado de forma conocida con otras
sustancias preparando geles. La mezcla del polvo de rViscumin disuelto en agua purificada en la matriz de gel tiene
lugar por debajo de una temperatura de 30°C.

En caso necesario, puede tener lugar una conservacion con benzoato sddico o ésteres de PHB.

Ejemplo21: polvo de rViscumin para inhalacion 0,1/0,5 mg 1 g polvo

Composicion con dextrano/celulosa

1. rViscumin 0,1 mg 0,5mg

2. Polysorbat 80 10 mg 10 mg

3. Tris-base 24 mg 24 mg

4. HCI(1N) para pH 8,0 parapH 8,0
5 Dextrano T1 100 mg 100 mg

6. Celulosa microcristalina 860 mg 860 mg

7. Carboximetilcelulosa sédica 5 mg 5mg

Las posiciones 1-5 son disueltas con agua purificada hasta 2 ml y se llevan a estado de polvo mediante liofilizacion.
Este material en polvo puede ser almacenado. El material en polvo es mezclado de forma conocida con las otras
sustancias micronizado y administrado mediante inhaladores de polvo seco.

Ejemplo de referencia 22: influencia de los crioprotectores escogidos sobre la estabilidad de rViscumin

Preparados de rViscumin con la siguiente composicion:

rViscumin 10 pg
Tris-base 12,1 mg
Acido clorhidrico 1N para ajuste de pH a 8,0
Crioprotector 1/10 mg
EDTA saddico 10 ug
Agua para inyeccion hasta 1 ml

Se llenan en viales de congelacion a 0,5 ml y se refrigeran en aparato de liofilizacion con una velocidad de
enfriamiento 3 K/hora a -35°C. A continuaciéon, se descongelan y la actividad de fijacion de carbohidrato de
rViscumin en la solucién se determina de acuerdo con el método explicado en el ejemplo 4. Como crioprotectores se
utilizaron Pluronic F68 y Polysorbat 80.

Después de la descongelacion, se determind una nueva cuantificacion de la actividad de rViscumin en un rango de
98-102% para ambos crioprotectores en ambas concentraciones (figura 6).

Los dos crioprotectores Pluronic F68 y Polysorbat 80 son apropiados en un rango preferente, tal como se ha
mostrado para ambas concentraciones de 0,1 a 1,0 % para estabilizar rViscumin durante la congelaciéon en el
proceso de liofilizacion.

Ejemplo de referencia 23: influencia de la concentracién de proteina sobre la estabilidad en la liofilizacion

Preparaciones de rViscumin con la composicion siguiente:
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rViscumin 10/50/100 ug
Tris-base 12,1 mg
Acido clorhidrico 1N para ajuste de pH a 8,0
Polysorbat 80 1mg

EDTA sddico 10 ug

Agua para inyeccion hasta 1 ml

se llenaron a 0,5 ml en viales de congelacion y se enfriaron en un aparato de liofilizacion con una velocidad de
enfriamiento de 3 K/hora a -35°C y secados a continuacion.

Programa de secado:

Secado primario: 8 horas a -10°C y presién de 80 kPa seguido de aumento de temperatura a 10°C durante 8 horas y
presion de 80 kPa,
Secado segundario: 6 horas a 30°C y presion de 10 kPa.

Las preparaciones escogidas con las diferentes concentraciones de rViscumin muestran con la exclusiva utilizacion
del crioprotector Polysorbat 80, que es apropiado para la estabilizacion de rViscumin durante el proceso de
descongelacion, una estabilizacion insuficiente de la proteina después de la terminacion del proceso de liofilizacion
(figura 7). La estabilidad de rViscumin en el liofilizado depende de la eleccién de la concentracion final de la solucion
acuosa, por lo tanto, aumenta la nueva determinacion de la actividad de 50% para la concentracién de 10 uyg/ml a
80% para la concentracion de 100 pg/ml. El ejemplo muestra claramente que en todas las concentraciones de
rViscumin la afiadidura de lioprotectores adecuados puede actuar de forma ventajosa sobre la estabilidad de las
formas medicamentosas liofilizadas.

Ejemplo 24: influencia de manitol (Mannit) y dextrano sobre la estabilidad de rViscumin

La preparacion de rViscumin (10 pug/ml) con la siguiente composicién

Solucion Manitol Manitol/Dextrano
rViscumin 10 pg 10 pg

Manitol 20 mg 20 mg

Dextrano T1 20 mg

Tris-Base 12,1 mg 12,1 mg

Acido clorhidrico 1N para ajuste de pH a 8,0

Polysorbat 80 1mg 1mg

EDTA sddico 10 g 10 pg

Agua para inyeccion hasta 1 ml hasta 1 ml

se llenan en viales de congelacién a 0,5 ml y se enfrian en el aparato de liofilizacion con una velocidad de
enfriamiento de 3K/hora a -35°C con secado final.

Programa de secado:

Secado primario: 8 horas a -10°C y presién de 80 kPa seguido de aumento de temperatura a 10°C durante 8 horas y
una presion de 80 kPa,
Secado secundario: 6 horas a 30°C y presién de 10kPa.

Mediante la afiadidura de una concentracion subdptima de manitol de 2%, se determina una actividad para
rViscumin de 61 % (figura 8). El manitol es apropiado para la estabilizacién de rViscumin puesto que permite
aumentar la estabilidad de rViscumin en solucion liofilizada 10 ug/ml de 50% a 61 %. Una mezcla de manitol a 2% y
dextrano T1 2% muestra después de liofilizacion una actividad de 74%, con lo que se puede concluir que también el
dextrano solo tiene una influencia positiva sobre la estabilidad.

Ejemplo 25: influencia de dextrano T1 sobre la estabilidad de rViscumin

Los preparados de rViscumin (10 ug/ml) con la siguiente composicion

rViscumin 10 ug

Dextrano T1 0/8/20/40/80 mg
Tris-base 12,1 mg

Acido nitrico (1N) para ajuste de pH a 8,0
Polysorbat 80 1 mg

EDTA sddico 10 pg

Agua para inyeccion hasta 1 ml
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son llenadas a 0,5 ml en viales de congelaciéon y enfriadas en un aparato de liofilizacion con una velocidad de
enfriamiento de 3K/hora a -35°C, siendo secados finalmente.

Programa de secado:

Secado primario: 8 horas a -10°C y presién de 80 kPa seguido de aumento de temperatura a 10°C durante 8 horas y
una presion de 80 kPa,
Secado secundario: 6 horas a 30°C y presion de 10kPa.

Para la concentracion subdptima de 2% de dextrano T1, se vuelve a encontrar el 80% de la actividad de rViscumin.
La estabilidad de rViscumin con dextrano se mejora sensiblemente en comparacion con los resultados que se
obtienen con utilizacién de la mezcla manitol/dextrano. Desde una concentracion de dextrano superior/igual a 4% se
conservan en el proceso de liofilizacién composiciones medicamentosas sélidas estables. El dextrano es apropiado
como lioprotector para rViscumin.

Ejemplo 26: influencia de otros lioprotectores

Las composiciones de rViscumin (10 ug/ml) de la siguiente composicion

rViscumin 10 pg

Lioprotector 80 mg con excepcién de manitol 20 mg
Tris-base 12,1 mg

Acido clorhidrico (1N) para ajuste de pHa8,0

Polysorbat 80 1 mg

EDTA saddico 10 ug

Agua para inyeccion hasta 1 ml

se llenaron en viales de congelacion de 0,5 ml y se enfriaron con una velocidad de enfriamiento de 3 K/hora a -35°C,
siendo secados a continuacion.

Programa de secado:

Secado primario: 8 horas a -10°C y presion de 80 kPa seguido de aumento de temperatura a 10°C durante 8 horas y
una presion de 80 kPa,
Secado secundario: 6 horas a 30°C y presion de 10kPa.

La adecuacion de preparados con los lioprotectores en concentraciones de 8% de hidroxietilo 450 (HES 450 8%), de
8% B-Hidroxipropil-ciclodextrina (B-HP-CD 8%) de 8%de hidroxietilo 130 (HES 130 8%), y 8% de dextrano T1 (TRIS
100 DEx T1 8%) y manitol en una concentraciéon de 2% (WN) (Man 2%) es evidente. Los preparados indicados en
primer lugar, muestran después de 8 horas a 60°C, una recuperaciéon de rViscumin activo mayor de 60% mientras
que la preparacién con manitol en estas condiciones presenta una reducida estabilidad al estrés (figura 10).

De estos datos de estabilidad al estrés se pueden deducir las condiciones para la distribucidon de los medicamentos.
Los medicamentos secos de rViscumin no deben ser transportados en una cadena de frio cerrada, tal como es
necesario para las preparaciones acuosas.

Ejemplo 27: estabilidad de almacenamiento comparativa de solucién de rViscumin y rViscumin en polvo

La preparacion de rViscumin (1 pg/ml) con la siguiente composicion:

rViscumin 10 ug
Dextrano T10 80 mg
Tris-base 12,1 mg
Acido clorhidrico (1N) para ajuste de pHa 8,0
Polysorbat 80 1mg
EDTA sddico 10 pg
Agua para inyeccion hasta 1 ml

se llena en viales de congelacion de 0,5 ml y se enfria en un aparato de liofilizaciéon con una velocidad de
enfriamiento de 3K/segundo a -35°C secandose a continuacion.

Programa de secado:

Secado primario: 8 horas a -10°C y presién de 80 kPa seguido de aumento de temperatura a 10°C durante 8 horas y
una presion de 80 kPa,
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Secado secundario: 6 horas a 30°C y presion de 10kPa.
Los viales son almacenados a continuacién en condiciones controladas a 2-8°C.

La preparacion de rViscumin (1 ug/ml) con la siguiente composicion:

r\VViscumin 1 g
Fosfato monohidrogenado sddico dihidratado 17,8 mg
Fosfato dihidrogenado sédico dihidratado 3,13 mg
Cloruro soédico 37,5mg
Polivodona K 17 1mg
EDTA sddico 1mg
Agua para inyeccion hasta 1 ml

es llenada en ampollas de vidrio y almacenada en condiciones controladas a 2-8°C. Esta composicién es
comparable con las composiciones farmacéuticas acuosas de rViscumin descritas en el documento EP 0 751 221
B1.

rViscumin muestra en forma de material en polvo liofilizado después de un tiempo de almacenamiento de 52
semanas una actividad sin variacion. No se detecta pérdida alguna de actividad. La preparacion acuosa
correspondiente del estado de la técnica muestra actividad solamente después de un corto periodo de tiempo de
almacenamiento y tiene, después de 6 semanas de almacenamiento, solamente 70% de actividad (figura 11). Se
muestra la notable superioridad de la composicién liofilizada. Por estos datos, se puede concluir que es posible el
almacenamiento durante tiempos prolongados de un afio del material en polvo de las formas medicamentosas de
rViscumin, mientras que la preparacion acuosa, que fue formulada de acuerdo con un estado de la técnica, presenta
solamente un corto periodo de duracion.

Los ejemplos anteriores explican la invencion descrita.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la fabricacion de un medicamento que contiene un polipéptido, que comprende, como minimo,
un polipéptido recombinante que fija el carbohidrato de una cadena B de una proteina que inactiva los ribosomas o
un fragmento funcional de ésta, en el que

a) el polipéptido o un fragmento funcional de este polipéptido es fusionado con un péptido que actua de forma
citotdxica, formando una proteina de fusion;

b) el polipéptido o un fragmento funcional de este polipéptido es unido a otro polipéptido que posee una actividad
enzimatica rARN-N-glicosidasa;

c) el polipéptido o un fragmento funcional de este polipéptido esta unido a otro polipéptido, en el que una actividad
enzimatica rARN-N-glicosidasa ha sido sustituida por otra actividad citotoxica; o

d) el polipéptido o un fragmento funcional de este polipéptido es unido a una proteina de fusion, comprendiendo un
polipéptido con una actividad enzimatica rARN-N-glicosidasa y/u otra actividad citotdxica, en una forma estable en
almacenamiento de larga duraciéon y comprendiendo ademas un portador farmacéuticamente aceptable;

que comprende una etapa de enfriamiento, congelaciéon, secado por pulverizacion o secado por liofilizacion,
manteniendo las caracteristicas farmacolégicas del polipéptido en la solucién, en el que la solucion se caracteriza
porque el valor del pH de la solucién es superior a pH 6,0 y un sistema de tampdn que contiene un disolvente que
garantiza el mantenimiento de este valor de pH, en el que, mediante un secado por liofilizaciéon, se afiade, como
minimo, un lioprotector a la solucion, en un rango de concentracion final de 4% a 10%, en el que el lioproptector
consiste en dextrano/dextranos.

2. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que el otro polipéptido que esta unido al polipéptido recombinante
que fija el carbohidrato, es la cadena A de una proteina que inactiva los ribosomas.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, en el que la proteina que inactiva los ribosomas es una proteina que
inactiva los ribosomas de tipo Il

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, en el que la proteina que inactiva los ribosomas es de tipo Il rViscumin.

5. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el valor del pH de la soluci6n varia entre 6,0 y
9,0.

6. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el valor del pH de la solucién varia entre 7,5 y
8,5.

7. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sal o sales del sistema de tampén se
encuentran en un rango de concentracion final de 5 mM a 200 mM.

8. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la sal o sales del sistema de tampén se
encuentran en un rango de concentracion final de 100 mM a 200 mM.

9. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la sal o sales de tampdn son seleccionadas
entre un grupo que comprende: TRIS/HCI, TRICIN/HCI, HEPES/HCI, un tampdn de amoniaco carbonato, un acido
TRIS/glutamico y un acido TRIS/aspartico.

10. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que para estabilizar las caracteristicas
farmacolégicas del polipéptido, la solucién contiene una o varias sustancias tensoactivas.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que las sustancias tensoactivas son agentes tensoactivos no
iénicos, utilizados en un rango de concentracion final de 0,01% a 5,0%.

12. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 11, en el que los agentes tensoactivos son seleccionados entre el grupo
que comprende: alcoholes grasos, glicéridos parciales, Polysorbats, ésteres de acidos grasos polioxietilénicos y
éteres de acidos grasos polioxietilénicos, poloxameros (copolimeros bloque polioxipropileno-polioxietileno), ésteres
de acido graso de sacaridos, ésteres de acido graso polioxiglicerdlicos y fosfatidos.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que los polisorbatos son seleccionados entre un grupo que
comprende Polysorbat 80, Polysorbat 20 y un éter de sorbitol de polioxietileno.
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14. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que los éteres de acido graso polioxietilénicos y los ésteres de
acido graso polioxietilénicos son éteres de macrogol y ésteres de macrogol.

15. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que el poloxamero es plurénico F68, poloxdmero 166 o
poloxamero 188.

16. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que los fosfatidos son lecitina.

17. Procedimiento, segun la reivindicacién 10, en el que las sustancias tensoactivas son agentes tensoactivos
anféteros y son utilizados en un rango de concentracion final de 0,01% a 5,0%.

18. Procedimiento, seguin una de las reivindicaciones 1 a 17, en el que para un secado por liofilizacién, se afiade
dextrano o dextranos a la solucién en un rango de concentracion final de 4% a 10%, asi como crioprotectores, en un
rango de concentracion final de 0,01% a 1,0%.

19. Procedimiento, segun la reivindicacion 18, en el que el dextrano o dextranos son afadidos en un rango de
concentracion final de 4,0 a 10%, asi como crioprotectores, en un rango de concentracion final de 0,05 a 0,1%.

20. Procedimiento, segun la reivindicacion 18 6 19, en el que se utilizan sustancias i6nicas como crioprotectores.

21. Procedimiento, segun la reivindicacién 20, en el que las sustancias iénicas son seleccionadas entre un grupo
que comprende cloruro sédico, sulfato sédico, cloruro potasico y sulfato potasico.

22. Procedimiento, seglin una de las reivindicaciones 18 a 21, en el que los lioprotectores y los crioprotectores
forman estructuras amorfas durante el secado por liofilizacion.

23. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 22, en el que los estabilizadores son aminoacidos
utilizados en un rango de concentracion final de 0,01 a 50 mg/ml.

24. Procedimiento, segun la reivindicacion 23, en el que los aminoacidos son seleccionados entre el grupo que
comprende aminoacidos, tales como &cido glutamico y acido aspartico, aminoacido basico llamado arginina y
aminoacido neutro llamado valina.

25 Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 24, en el que el polipéptido de una cadena B de una
proteina que inactiva los ribosomas, que comprende, como minimo, un polipéptido recombinante que fija
carbohidratos o un fragmento funcional de este polipéptido es utilizado en un rango de concentracion final de 10
ng/ml a 10 mg/ml.

26. Procedimiento, segun la reivindicacion 25, en el que el polipéptido es utilizado en un rango de concentracion final
de 100 ng/ml a 1 mg/ml.

27. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 26, que comprende ademas la preparacion consecutiva o
la reconstitucion del medicamento como solucidn acuosa o no acuosa.

28. Procedimiento, segun la reivindicacion 27, en el que el medicamento es preparado en forma de solucion a
inyectar, a instilar o a infundir.

29. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 26, que comprende ademas la preparacion consecutiva o
la reconstitucion del medicamento para uso gastrointestinal, oral, nasal, pulmonar, dérmico, transdérmico o local.

30. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 27, que comprende ademas la preparacion consecutiva del
medicamento bajo forma de un jarabe, capsulas, tabletas, supositorios o gel.

31 Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 26, que comprende ademas la preparacién consecutiva del
medicamento en forma de un material en polvo a inhalar que puede ser administrado en un inhalador.

32. Medicamento fabricado segun el procedimiento de las reivindicaciones 1 a 31.
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