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DESCRIPCION
Composicién acuosa que contiene hormona foliculoestimulante
Campo técnico
La presente invencion se refiere a una composicion acuosa estable que contiene hormona foliculoestimulante.
Antecedentes técnicos

La hormona foliculoestimulante (de aqui en adelante también abreviada como “FSH”) es una hormona sintetizada y
secretada por las células productoras de hormonas gonadotroficas de la hipdfisis anterior. FSH tiene una accion de
estimulacion del crecimiento de foliculos ovaricos inmaduros y maduracion de las células en el ovario. Como
medicamento, FSH se ha usado como un agente inductor de la ovulaciéon en la tecnologia reproductiva asistida
(ART).

Las preparaciones de gonadotropina menopausica humana (hMG) extraidas de la orina de mujeres
posmenopausicas se han usado convencionalmente como composiciones que contienen FSH. Las preparaciones de
hMG contienen FSH y hormona luteinizante (LH) en las que la proporcién de actividad de FSH y LH es
aproximadamente 1:1. En paises extranjeros, “preparaciones de FSH recombinante” producidas por recombinacion
génica sin usar orina humana como materia prima se han usado principalmente recientemente, y también en Japon,
Follistim (marca registrada) se aprobd en 2005. Puesto que estas preparaciones recombinantes no usan orina como
una materia prima, estas se caracterizan en no contener impurezas y tener calidad consistente.

Las proteinas bioactivas generalmente son inestables en una solucion acuosa, y esta tendencia aumenta cuando la
pureza de una proteina se vuelve mas alta. En soluciones acuosas, las proteinas se hidrolizan de la misma manera
que compuestos de bajo peso molecular, asi como producen cambios quimicos tal como racemizacion, y producen
ademas cambios de estructuras de orden superior (cambios fisicos) ya que son compuestos poliméricos. Los
ejemplos de tales cambios fisicos incluyen desnaturalizacién, agregacion, adsorcion, precipitacion. En el proceso del
cambio fisico, se considera que la desnaturalizacién se produce como un desencadenante, y tales fenédmenos como
agregacion, adsorcion y precipitacion se producen posteriormente. La desnaturalizacion significa cambios de las
estructuras tridimensionales (estructuras terciaria y cuaternaria) tal como el desplegamiento de las cadenas
plegadas, y puesto que la desnaturalizacion produce pérdida de actividad fisioldgica en la mayoria de los casos, es
importante prevenir la desnaturalizacion para la estabilidad aumentada de preparaciones de proteinas o péptidos.

Para suprimir los cambios quimicos y fisicos en las preparaciones de proteinas, generalmente se han afiadido
proteinas contaminantes tal como seroalbumina humana como un agente estabilizante. Sin embargo, para evitar el
riesgo de contaminacion de virus y similares, el uso de preparaciones recombinantes se ha vuelto recientemente la
corriente principal. Para las preparaciones recombinantes, se han examinado varios métodos de estabilizacion como
sustitutos para la adicién de proteinas contaminantes.

Por ejemplo, se ha investigado aumentar la estabilidad de preparaciones de proteinas afiadiendo un compuesto que
tiene una accion de formar un enlace de hidrogeno con una molécula de proteina o potenciar la hidratacion de una
molécula de proteina, tal como sacaridos, tensioactivos y aminoacidos (véase, por ejemplo, Bull. Chem. Soc. Jpn.,
53, pp. 2451-2455, 1980; J. Biol. Chem., 256, pp.7193-7201, 1981; Pharm. Res., 10, pp. 954-962, 1993; Int. J.
Pharm., 96, pp. 41-49, 1993; Pharm. Res., 8, pp. 1258-1263, 1991; Pharm. Res., 10, pp. 649-659, 1993, y similares).
Respecto a los aminoacidos entre tales compuestos, el documento DE-A-2916711, por ejemplo, divulga que glicina,
a- y B-alanina, prolina, glutamina, y similares tienen un efecto de estabilizacion para los factores de coagulacion de
la sangre, y la patente en EE UU No, 4.440.679 describe que arginina, lisina y/o glicina tienen un efecto estabilizador
para el factor VIII, fibronectina, y similares. El documento DE-A-1985644 también divulga que arginina, lisina,
histidina, fenilalanina, triptéfano, tirosina, acido aspartico, y/o acido glutamico tienen un efecto de estabilizacion para
antitrombina Ill. Sin embargo, los efectos de estabilizacion de estos aminoacidos son especificos para las proteinas
o péptidos diana, y por tanto, no se pueden predecir los aminoacidos o combinaciones de dos o mas tipos de
aminoacidos que tienen el efecto de estabilizacion mas eficaz para proteinas arbitrarias a partir de estos
descubrimientos.

Respecto a FSH, por ejemplo, se describe en el documento de patente 1 que metionina estabiliza la gonadotropina
en una composicion acuosa. Ademas, respecto al efecto de estabilizacion de histidina para proteinas, se sabe que,
por ejemplo, histidina tiene un efecto de estabilizacion en preparaciones liquidas de proteinas relacionadas con
factores de coagulacién de la sangre (documento de patente 2), inmunoglobulina (documento de patente 3),
eritropoyetina (documento de patente 4). Ademas, el documento de patente 5 divulga una preparacién de FSH que
contiene glicina, metionina, un tensioactivo no i6nico, y un agente tamponante de fosfato como agentes
estabilizantes. Sin embargo, no se sabe hasta ahora si la histidina tiene un efecto de estabilizacion para FSH en una
composicion acuosa. Tampoco se sabe si una combinaciéon de histidina y otro aminoacido tiene efecto de
estabilizacién para FSH en una composicién acuosa.
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Referencias del estado de la técnica
Documentos de patente

Documento de patente 1: Publicacién no examinada de patente japonesa (KOKAI) No. 10-203997
Documento de patente 2: Publicacién no examinada de patente japonesa (KOKAI) No. 2002-275090
Documento de patente 3: Publicacién no examinada de patente japonesa (KOHYO) No. 2007-511566
Documento de patente 4: Publicaciéon de patente internacional WO02/011753

Documento de patente 5: Publicacién no examinada de patente japonesa (KOHYO) No. 2009-509953
Documento de patente 6: DE-A-2916711

Documento de patente 7: Patente en EE UU No, 4.440.679

Documento de patente 8: DE-A-1985644

Documentos no de patente

Documento no de patente 1: Bull. Chem. Soc. Jpn., 53, pp.2451-2455, 1980
Documento no de patente 2: J. Biol. Chem., 256, pp.7193-7201, 1981
Documento no de patente 3: Pharm. Res., 10, pp.954-962, 1993
Documento no de patente 4: Int. J. Pharm., 96, pp.41-49, 1993

Documento no de patente 5: Pharm. Res., 8, pp.1258-1263, 1991
Documento no de patente 6: Pharm. Res., 10, pp.649-659, 1993

El documento WO 2004/087213 A1 describe formulaciones farmacéuticas de hormona foliculoestimulante (FSH),
hormona luteinizante (LH), y mezclas de FSH y hormona luteinizante (LH), y a métodos de producir tales
formulaciones.

El documento W02008/084237 A2 describe una composicién acuosa que tiene solubilidad de proteina aumentada
obtenida mediante: a. determinar un pH al que la proteina tiene estabilidad a la temperatura deseada; b. afiadir a la
composicién al menos un tampén de desplazamiento en donde el tampén de desplazamiento tiene un pKa que es al
menos 1 unidad mayor o menos que el pH del paso (a); y c. ajustar el pH de la composicion al pH del paso (a); en
donde la composicion acuosa no comprende un tampon convencional a una concentracion mayor de
aproximadamente 2 mM y en donde el tampo6n convencional tiene un pKa que esta en de 1 unidad del pH del paso

(a).
Compendio de la invencion
Objeto que se va a lograr por la invencion

Un objeto de la presente invencidbn es proporcionar una composicion acuosa que contiene hormona
foliculoestimulante y metionina. Mas especificamente, el objeto de la presente invencion es proporcionar un medio
para estabilizar la hormona foliculoestimulante en una composicién acuosa usando un aminoacido.

Medios para alcanzar el objeto

Los inventores de la presente invencion realizaron varias investigaciones sobre sustancias que estabilizan la
hormona foliculoestimulante en el estado de una solucioén acuosa, y encontraron que la histidina tenia un efecto de
estabilizacion extremadamente superior, y alcanzo el efecto de solubilizacion mas alto adicional cuando se combina
apropiadamente con otro aminoacido, sacarido, tampén, o similar. La presente invencion se logré en base a los
descubrimientos anteriormente mencionados.

La presente invencioén, por tanto, proporciona una composicién acuosa que comprende hormona foliculoestimulante
e histidina y metionina como un agente estabilizante.

Segun formas de realizacion preferidas de la presente invencidon, se proporciona la composicion acuosa
anteriormente mencionada, en donde la concentracion de histidina es de 0,05 a 10,0 mg/ml; la composicion acuosa
anteriormente mencionada, en donde la concentracion de histidina es de 0,2 a 5,0 mg/ml; y la composicion acuosa
anteriormente mencionada, en donde la concentracion de histidina es de 0,25 a 2,0 mg/ml. Segun una forma de
realizacion preferida de la presente invencién, también se proporciona la composicién acuosa anteriormente
mencionada, en donde la concentracion de metionina es de 0,05 a 10,0 mg/ml; la composiciéon acuosa anteriormente
mencionada, en donde la concentracion de metionina es de 0,2 a 5,0 mg/ml; y la composicién acuosa anteriormente
mencionada, en donde la concentracion de metionina es de 0,25 a 2,0 mg/ml. Ademas, también se proporciona la
composicion acuosa anteriormente mencionada, que comprende una hormona foliculoestimulante humana
recombinante como la hormona foliculoestimulante.

Segun formas de realizacion preferidas de la presente invencidon, se proporciona la composicion acuosa
anteriormente mencionada, que comprende ademas uno o dos 0 mas tipos de sustancias seleccionadas del grupo
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que consiste en un sacarido, propilenglicol, y creatinina; y la composiciéon acuosa anteriormente mencionada que
comprende ademas uno o dos o mas tipos de sustancias seleccionadas del grupo que consiste en xilitol, inositol,
propilenglicol, sacarosa, gluconato de calcio, gluconato de sodio, manitol, macrogol 600 y creatinina.

Segun una forma de realizacion mas preferida de la presente invencion, se proporciona la composicion acuosa
anteriormente mencionada, que comprende ademas un tensioactivo. Segun formas de realizacién mas preferidas de
la presente invencion, se proporciona la composicidon acuosa anteriormente mencionada, en donde el tensioactivo es
un tensioactivo seleccionado del grupo que consiste en un tensioactivo idnico, un tensioactivo anfétero, y un
tensioactivo no idnico; la composicién acuosa anteriormente mencionada en donde el tensioactivo es un tensioactivo
no ionico; la composicion acosa anteriormente mencionada en donde el tensioactivo consiste en Tween 80 y/o
Tween 20; y la composicidon acuosa anteriormente mencionada en donde el tensioactivo es Tween 80.

Segun otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, se proporciona la composicion acuosa
anteriormente mencionada, que comprende ademas un agente tamponante. Segun formas de realizacion mas
preferidas, se proporciona la composicion acuosa anteriormente mencionada que comprende un agente tamponante
seleccionado del grupo que consiste en un agente tamponante fosfato, un agente tamponante citrato, un agente
tamponante acetato, un agente tamponante borato, un agente tamponante tartrato y un agente tamponante tris; la
composicion acuosa anteriormente mencionada, que comprende un agente tamponante fosfato o un agente
tamponante citrato; la composicién acuosa anteriormente mencionada, que tiene un valor de pH de 6,5 a 8,0,
preferiblemente de 7,0 a 7,8; la composicién acuosa anteriormente mencionada que comprende un agente de
tonicidad; la composicion acuosa anteriormente mencionada, en donde el agente de tonicidad es cloruro de sodio; la
composiciéon acuosa anteriormente mencionada que comprende ademas un acido policarboxilico seleccionado del
grupo que consiste en EDTA, acido citrico, acido fitico, acido malico y acido glucénico; la composicion acuosa
anteriormente mencionada, en donde el acido policarboxilico es EDTA; y la composicién acuosa anteriormente
mencionada, en donde el medio acuoso es solucién salina tamponada con fosfato.

Desde otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un agente para su uso en estabilizar una composicion
farmacéutica acuosa que contiene hormona foliculoestimulante como principio activo, que comprende histidina y
metionina como agente estabilizante.

Desde aun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un método para estabilizar una solucion
acuosa que contiene hormona foliculoestimulante como un principio activo, que comprende el paso de afhadir
histidina y metionina a la solucién acuosa; y el método anteriormente mencionado, que comprende el paso de ahadir
histidina y metionina.

Efecto de la invencion

En la composicién acuosa de la presente invencion, la hormona foliculoestimulante se estabiliza con histidina y
metionina, y por tanto los cambios quimicos y fisicos de la hormona foliculoestimulante sustancialmente se reducen
o eliminan. Por tanto, la composicién es util como una composicién farmacéutica estable en la que la reduccion de la
actividad de la hormona se elimina durante el almacenamiento y distribucion.

Breve descripcion de las figuras

[Fig. 1] La figura 1 es una vista aumentada de las graficas de HPLC obtenidas para composiciones que contienen
hormona foliculoestimulante alrededor de los picos de la subunidad a y subunidad B. Las graficas se obtuvieron para
una composicion preparada afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50 mg/ml y Tween
80 al 0,01% a PBS 10 mM, y afiadiendo ademas histidina a la mezcla, después del almacenamiento de las mismas a
40°C durante 8 semanas, y una composicion preparada afiadiendo FSH recombinante genética a 150 Ul/ml y Tween
80 al 0,01% a PBS 10 mM, después de almacenamiento de la misma a 5°C o 40°C durante 8 semanas.

[Fig. 2] La figura 2 es una vista aumentada de las graficas de HPLC obtenidas para composiciones que contienen
hormona foliculoestimulante alrededor de los picos de la subunidad a y subunidad B. Las graficas se obtuvieron para
una composicion preparada afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50 mg/mly Tween
80 al 0,01% a PBS 10 mM, y afiadiendo ademas metionina a la mezcla, después del almacenamiento de las mismas
a 40°C durante 8 semanas, y una composicion preparada afiadiendo FSH recombinante genética a 150 Ul/ml y
Tween 80 al 0,01% a PBS 10 mM, después de almacenamiento de la misma a 5°C o 40°C durante 8 semanas.

[Fig. 3] La figura 3 es una vista aumentada de las graficas de HPLC obtenidas para composiciones que contienen
hormona foliculoestimulante alrededor de los picos de la subunidad a y subunidad B. Las graficas se obtuvieron para
una composicion preparada afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50 mg/ml y Tween
80 al 0,01% a PBS 10 mM, y afiadiendo ademas metionina e histidina a la mezcla, después del almacenamiento de
las mismas a 40°C durante 8 semanas, y una composicion preparada afiadiendo FSH recombinante genética a 150
Ul/ml y Tween 80 al 0,01% a PBS 10 mM, después de almacenamiento de la misma a 5°C o 40°C durante 8
semanas.
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Modos para llevar a cabo la invencion

En la presente invencion, también se puede usar hormona foliculoestimulante natural separada de orina humana. El
efecto de la presente invencidon se muestra notablemente donde se usa hormona foliculoestimulante muy purificada.
Segun esto, es preferible usar hormona foliculoestimulante muy purificada, preferiblemente hormona
foliculoestimulante muy purificada que sustancialmente consiste en la sustancia Unica. Segun la presente invencion,
es preferible usar, desde el punto de vista anterior, hormona foliculoestimulante humana preparada por una técnica
de recombinacion genética y sustancialmente libre de proteinas contaminantes como la hormona foliculoestimulante.

Una concentracion de la hormona foliculoestimulante en la composicidon acuosa de la presente invencién no esta
particularmente limitada. La concentracion es, por ejemplo, de aproximadamente 50 a 500 Ul/ml, preferiblemente
aproximadamente de 100 a 300 Ul/ml. La unidad internacional (Ul) de hormona foliculoestimulante se describe en el
documento sobre estandar internacional de FSH por NIBSC (Instituto Nacional para Estandares Biolégicos y Control,
http://www.nibsc.ac.uk/documents/ifu/98°704.pdf), o similar

Una concentracion de histidina en la composicién acuosa de la presente invencion tampoco esta particularmente
limitada. La concentracion es, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 10,0 mg/ml, preferiblemente de
aproximadamente 0,2 a 5,0 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 0,25 a 2,0 mg/ml. Aunque una
concentracion de metionina en la composicion acuosa de la presente invencidon tampoco esta particularmente
limitada, la concentracién es, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 10,0 mg/ml, preferiblemente de
aproximadamente 0,2 a 5,0 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 0,25 a 2,0 mg/ml.

La composicion acuosa de la presente invencién puede contener ademas un tipo o dos o mas tipos de sustancias
seleccionadas del grupo que consiste en un sacarido, propilenglicol y creatinina. Como el sacarido, se pueden usar
monosacaridos, disacaridos, polioles, acidos aldénicos y sales de los mismos, ciclitoles, macrogoles. Los ejemplos
de los monosacaridos incluyen, por ejemplo, glucosa, manosa, galactosa, fructosa, xilosa, treosa, los ejemplos de
los disacaridos incluyen, por ejemplo, sacarosa, maltosa, lactosa, celobiosa, trehalosa, y los ejemplos de los polioles
incluyen, por ejemplo, manitol, xilitol, sorbitol, eritritol, glicerol. Los ejemplos de los acidos aldénicos o sales de los
mismos incluyen, por ejemplo, acido glucénico, acido galacténico, acido manodnico, y sales de los mismos, los
ejemplos de los ciclitoles incluyen inositol, y los ejemplos de los macrogoles incluyen, por ejemplo, macrogol 200,
macrogol 300, macrogol 400, macrogol 600, macrogol 100, macrogol 1500, macrogol 1540, macrogol 4000,
macrogol 6000, macrogol 10000, macrogol 20000.

La composiciéon acuosa de la presente invenciéon puede contener preferiblemente uno o dos o mas tipos de
sustancias seleccionadas del grupo que consiste en xilitol, inositol, propilenglicol, sacarosa, gluconato de calcio,
gluconato de sodio, manitol, macrogol 600 y creatinina.

Cuando la composicidon acuosa de la presente invencidén contiene sacarosa, manitol o inositol como el sacarido, el
sacarido se puede usar a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 25 a 125 mg/ml, y se puede afadir
preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 50 a 100 mg/ml. Cuando esta contenido xilitol como el
sacarido, el xilitol se puede usar a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 1 a 100 mg/ml, y se puede
afadir preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 5 a 75 mg/ml. Cuando esta contenido gluconato de
calcio o gluconato de sodio como el sacarido, el gluconato se puede usar a una concentracion de, por ejemplo,
aproximadamente 0,2 a 75 mg/ml, y se puede afadir preferiblemente a una concentracion de 1 a 50 mg/ml. Cuando
esta contenido macrogol 600 como el sacarido, el tensioactivo se puede usar a una concentracion de, por ejemplo,
aproximadamente 0,2 a 75 mg/ml, y se puede afiadir preferiblemente a una concentracion de 1 a 50 mg/ml. Cuando
esta contenido propilenglicol, el glicol se puede usar a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 1 a 100
mg/ml, y se puede afadir preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 5 a 75 mg/ml. Cuando esta
contenida creatinina, la creatinina se puede usar a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 a 50
mg/ml, y se puede afiadir preferiblemente a una concentraciéon de aproximadamente 0,5 a 30 mg/ml.

La composicién acuosa de la presente invencion puede contener un tipo o dos o mas tipos de tensioactivos. Aunque
el tipo de tensioactivo no esta particularmente limitado, se pueden usar un tipo o dos o mas tipos de tensioactivo
seleccionados del grupo que consiste en un tensioactivo idnico, un tensioactivo anfolitico, y un tensioactivo no
iénico. Aunque la concentracion del tensioactivo no esta particularmente limitada, el tensioactivo se puede usar a
una concentracion de aproximadamente el 0,001 al 0,1% y se puede afadir preferiblemente a una concentracion de
aproximadamente el 0,005 al 0,05%, basado en volumen total de la composicién acuosa.

Los ejemplos del tensioactivo idnico incluyen, por ejemplo, acido cdlico, acido desoxicdlico, los ejemplos del
tensioactivo anfolitico incluyen, por ejemplo, CHAPS (3-[(colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato),
CHAPSO (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio-2-hidroxi-1-propanosulfonato), y los ejemplos del tensioactivo no
idnico incluyen, por ejemplo, los de Tween (marca registrada), TRITON (marca registrada), PLURONIC (marca
registrada), Carbowax (marca registrada). Los nombres mencionados como ejemplos especificos del tensioactivo no
idnico son los que representan series de tensioactivos. Por ejemplo, los tensioactivos Tween incluyen esos con
nombres de productos de Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80. Entre ellos, los tensioactivos no idnicos se
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usan preferiblemente en la presente invencion. Entre los tensioactivos no iénicos, Tween 20 y Tween 80 son mas
preferidos, y Tween 80 es especialmente preferido.

La composicién acuosa de la presente invencion puede contener ademas un agente tamponante, y la composicion
puede contener, por ejemplo, un agente tamponante seleccionado del grupo que consiste en un agente tamponante
fosfato, un agente tamponante citrato, un agente tamponante acetato, un agente tamponante borato, un agente
tamponante tartrato, y un agente tamponante tris, y un agente tamponante citrato o un agente tamponante fosfato
pueden estar contenidos preferiblemente.

Cuando se usa un agente tamponante citrato, el agente se puede usar a una concentracion de, por ejemplo,
aproximadamente 10 a 250 mM, y se puede afadir preferiblemente a una concentracién de aproximadamente 25 a
75 mM. Cuando se usa un agente tamponante fosfato o solucion salina tamponada con fosfato, el agente se puede
usar a una concentracion de, por ejemplo, 2 a 50 mM, y se puede afiadir preferiblemente a una concentracion de
aproximadamente 5 a 15 mM. Aunque el pH de la composicion acuosa de la presente invencion no esta
particularmente limitada, la composicion se puede preparar para que tenga un valor de pH de, por ejemplo, 6,5 a 8,0,
preferiblemente de 7,0 a 7,8, y se puede ajustar para tener un valor de pH deseado con un modificador de pH
apropiado tal como acido clorhidrico e hidréxido de sodio. La composicién acuosa de la presente invencion
preferiblemente se prepara de modo que sea isoténica con los liquidos corporales, y puede contener un agente de
tonicidad para este fin. Como el agente de tonicidad, por ejemplo, se puede usar cloruro de sodio, glicerol, y cloruro
de sodio se puede usar preferiblemente.

La composicion acuosa de la presente invencion puede contener un acido policarboxilico seleccionado del grupo
que consiste en EDTA, acido citrico, acido fitico, acido malico, y acido gluconico, y preferiblemente puede contener
EDTA. Cuando un agente quelante esta contenido, el agente se puede usar a una concentracion de, por ejemplo,
aproximadamente 0,1 a 10,0 mg/ml, y se puede afiadir preferiblemente a una concentracién de aproximadamente
0,2 a 5,0 mg/ml.

Como medio acuoso de la composicion acuosa de la presente invencion, por ejemplo, se puede usar agua, agua
destilada para inyeccion, solucion salina fisiolégica, tampoén fosfato, solucion salina tamponada con fosfato, y
solucion salina tamponada con fosfato se puede usar preferiblemente.

Aunque el método para preparar la composicién acuosa de la presente invencion no esta particularmente limitado, la
composicion se puede preparar, por ejemplo, disolviendo la hormona foliculoestimulante e histidina en un medio
acuoso apropiado tal como agua, agua destilada para inyeccion, solucion salina fisiolégica o solucion salina
tamponada con fosfato, y opcionalmente afiadiendo uno o dos o mas tipos de aminoacidos, sacaridos, propilenglicol,
creatinina, tensioactivos, agentes tamponantes, modificadores de pH, agentes de tonicidad, explicados
anteriormente, segun se requiera. La composicion se puede someter a un proceso de esterilizacion tal como
esterilizacion por filtracion segun se requiera para preparar una composicion acuosa para inyeccion. La composicion
acuosa de la presente invencién se puede usar como una composicion farmacéutica para inyecciéon para, por
ejemplo, tratamiento de infertilidad.

Ejemplos
La presente invencion se explicara mas especificamente con referencia a los ejemplos.
Ejemplo 1: Examen de la proporcion restante para aminoacido

Se prepararon composiciones acuosas afadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50
mg/ml y Tween 80 al 0,01% a un tampon citrato 50 mM, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 10 mM o
tampon fosfato (PB) 10 mM, y afadiendo ademas aminoacidos (concentracion: 0,5 mg/ml) a la mezcla en tales
combinaciones con los tampones como se muestra en la tabla 1 mencionada a continuacién. Se puso una porcién
de 0,5 ml de cada composicién acuosa en un envase de 2 ml de volumen, se sello, y almacené a 50°C durante dos
semanas. Después de las dos semanas, se midi6 la cantidad de FSH mediante un inmunoensayo, y se calcul6 una
proporcion de la misma respecto a la cantidad de FSH medida al inicio del experimento (proporcion restante). Los
resultados se muestran en la tabla 1 mencionada a continuacion.

[Tabla 1]

Ejemplo de prueba No. Aminoacido (0,5 mg/ml) Agente tamponante Proporcién restante
Ejemplo comparativo 1-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo comparativo 1-2 Histidina PBS (10 mM, pH 7,4) 76%
Ejemplo comparativo 1-3 PB (10 mM, pH 7,4) 60%
Ejemplo comparativo 1-1 Metionina Citrato (50 mM, pH 7,4) 69%
Ejemplo comparativo 1-2 PBS (10 mM, pH 7,4) 70%
Ejemplo comparativo 1-3 Aspartato de sodio PBS (10 mM, pH 7,4) 56%
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Ejemplo de prueba No. Aminoacido (0,5 mg/ml) Agente tamponante Proporcién restante
Ejemplo comparativo 1-4 Alanina " 55%
Ejemplo comparativo 1-5 Clorhidrato de cisteina " 2%
Ejemplo comparativo 1-6 Glicina " 70%
Ejemplo comparativo 1-7 Glutamina " 60%
Ejemplo comparativo 1-8 Clorhidrato de &cido glutdmico " 56%
Ejemplo comparativo 1-9 Glutamato de sodio " 54%
Ejemplo comparativo 1-10 Glutation oxidado " 59%
Ejemplo comparativo 1-11 Cisteina " 38%
Ejemplo comparativo 1-12 Diclorhidrato de cisteina " 43%
Ejemplo comparativo 1-13 Acido cisteico " 47%
Ejemplo comparativo 1-14 Serina " 54%
Ejemplo comparativo 1-15 Tirosina " 40%
Ejemplo comparativo 1-16 Triptéfano " 41%
Ejemplo comparativo 1-17 Fenilalanina " 44%
Ejemplo comparativo 1-18 Prolina " 52%
Ejemplo comparativo 1-19 Leucina " 58%

Ejemplo 2: Examen de la proporcion restante para combinacion de aminoacidos

Se prepararon composiciones acuosas afadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50
mg/ml y Tween 80 al 0,01% a PBS 10 mM, y afiadiendo ademas histidina y/o metionina a la mezcla como se
muestra en la tabla 2 mencionada a con continuacién en las respectivas concentraciones. Como control, se preparo
una composicion acuosa afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml y Tween 80 al 0,01% a PBS 10
mM. Se puso una porcién de 0,5 ml de cada composicion acuosa en un envase de 2 ml de volumen, se sello, y
almacen6 a 40°C durante 8 semanas. Al inicio del experimento, y después de 5 semanas y 8 semanas, cada
composicion acuosa se analizé por HPLC de fase reversa (las graficas de HPLC obtenidas después de 8 semanas
se muestran en las figuras 1 a 3), y los valores obtenidos de las areas de pico de la subunidad a y la subunidad 8 se
corrigieron en base a los valores de areas de picos de las subunidades obtenidos con un muestra estandar de FSH
(solucion de FSH recombinante genética 10 ug/ml congelada almacenada a -80°C, descongelada antes del uso). A
continuacion, se calcularon las proporciones restantes de las subunidades en las composiciones acuosas después
de los periodos como proporciones de las cantidades medidas después de los periodos respecto a las cantidades
medidas al inicio del experimento. Las cantidades de FSH se calcularon sumando los valores del area del pico de las
subunidades. Los resultados se muestran en la tabla 2 mencionada a continuacion.

[Tabla 2]
Ejemplo de prueba No. Aminoacido Proporcion restante (%)
5 semanas 8 semanas
. . subunidad a 86,3 79,8
Flemplo comparativo | - Histidina (0,5 mg/mi) subunidad B 87.8 86.6
) FSH 87,1 83,4
subunidad a 112,1 104,9
Ejemplo comparativo 2 Metionina (0,5 mg/ml) subunidad B 87,0 70,6
FSH 99,2 87,2
- subunidad a 112,2 110,0
Ejemplo 2-2 'R'/'Iztt'fo'gﬁ‘] éo(,g g“r?]’g/‘r'gl‘)” subunidad B 98.2 93.8
’ FSH 104,8 101,5
subunidad a 60,3 56,0
Control - subunidad B 44,0 39,0
FSH 51,7 471

De estos resultados de medidas, se puede entender que histidina y metionina muestra alto efecto de estabilizacion
para la subunidad a y la subunidad $, respectivamente. Ademas, la preparacion de FSH que contenia tanto histidina
como metionina como agentes estabilizantes era extremadamente estable.

Ejemplo comparativo 3: Examen de la proporcion restante para la concentracion de histidina

Se prepararon composiciones acuosas afadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, sacarosa a 50
mg/mly Tween 80 al 0,01% a un tampon citrato 50 mM o PBS 10 mM, y afiadiendo ademas histidina a la mezcla en
las combinaciones mostradas en la tabla 3 mencionada a continuacion, y se examiné la proporcion restante de la
misma manera que la del ejemplo 1. Los resultados se muestran en la tabla 3 mencionada a continuacion.

[Tabla 3]
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Ejemplo de prueba No. Concentracion de histidina Tampodn Proporcion restante
Ejemplo 3-1 0 mg/ml PBS (10 mM, pH 7,4) 60%
Ejemplo 3-2 0,2 mg/ml Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo 3-3 ’ PBS (10 mM, pH 7,4) 68%
Ejemplo 1-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo 1-2 0,5 mg/mi PBS (10 mM, pH 7,4) 76%
Ejemplo 1-3 PB (10 mM, pH 7,4) 60%
Ejemplo 3-4 1,0 mg/ml Citrato (50 mM, pH 7,4) 74%
Ejemplo 3-5 ’ PBS (10 mM, pH 7,4) 73%
Ejemplo 3-6 2,0 mg/ml Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo 3-7 ’ PBS (10 mM, pH 7,4) 75%
Ejemplo 3-8 3,2 mg/ml Citrato (50 mM, pH 7,4) 74%
Ejemplo 3-9 ’ PBS (10 mM, pH 7,4) 70%

Ejemplo comparativo 4: Examen y comparacion de la proporcion restante para sacarido

Se prepararon composiciones acuosas afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, histidina a 0,5
mg/ml y Tween 80 al 0,01% a un tampon citrato 50 mM o PBS 10 mM, y afadiendo ademas un sacarido,
propilenglicol o creatinina a la mezcla en las combinaciones mostradas en la tabla 4 mencionada a continuacion, y
se examind la proporcion restante de la misma manera que la del ejemplo 1. Los resultados se muestran en la tabla
4 mencionada a continuacion. También se muestran los resultados obtenidos al no afadir histidina como ejemplos

comparativos.

[Tabla 4]

Ejemplo de prueba No.

Sacarido (concentracion)

Tampodn

Proporcion restante

Ejemplo 1-1 Sacarosa (50 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo 1-2 " PBS (10 mM, pH 7,4) 76%
Ejemplo 4-1 Sacarosa (10 mg/ml) " 70%
Ejemplo 4-2 Inositol (50 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 79%
Ejemplo 4-3 " PBS (10 mM, pH 7,4) 78%
Ejemplo 4-4 Inositol (10 mg/ml) " 70%
Ejemplo 4-5 Xilitol (50 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 79%
Ejemplo 4-6 " PBS (10 mM, pH 7,4) 81%
Ejemplo 4-7 Xilitol (10 mg/ml) " 64%
Ejemplo 4-8 Glicerol (50 mg/ml) " 37%
Ejemplo 4-9 Glucosa (50 mg/ml) " 56%
Ejemplo 4-10 Gluconato de calcio (1 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 70%
Ejemplo 4-11 " PBS (10 mM, pH 7,4) 73%
Ejemplo 4-12 Gluconato de calcio (0,2 mg/ml) " 68%
Ejemplo 4-13 Creatinina (25 mg/ml) " 69%
Ejemplo 4-14 Creatinina (5 mg/ml) " 71%
Ejemplo 4-15 Sorbitol (50 mg/ml) " 67%
Ejemplo 4-16 Dextrano 70 (50 mg/ml) " 59%
Ejemplo 4-17 Fructosa (50 mg/ml) " 21%
Ejemplo 4-18 Propilenglicol (50 mg/ml) " 78%
Ejemplo 4-19 Macrogol 400 (50 mg/ml) " 67%
Ejemplo 4-20 Macrogol 600 (50 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 67%
Ejemplo 4-21 " PBS (10 mM, pH 7,4) 72%
Ejemplo 4-22 Macrogol 600 (10 mg/ml) " 67%
Ejemplo 4-23 Macrogol 4000 (50 mg/ml) " 61%
Ejemplo 4-24 Maltosa (50 mg/ml) " 58%
Ejemplo 4-25 Manitol (50 mg/ml) Citrato (50 mM, pH 7,4) 80%
Ejemplo 4-26 " PBS (10 mM, pH 7,4) 73%
Ejemplo 4-27 Manitol (10 mg/ml) " 70%
Ejemplo 4-28 Lactosa (50 mg/ml) " 54%
Ejemplo 4-1 Sacarosa (50 mg/ml) " 60%
Ejemplo 4-2 Inositol (50 mg/ml) " 56%
Ejemplo 4-3 Xilitol (50 mg/ml) " 63%
Ejemplo 4-4 Gluconato de calcio (1 mg/ml) " 76%
Ejemplo 4-5 Gluconato de calcio (0,2 mg/ml) " 55%
Ejemplo 4-6 Creatinina (25 mg/ml) " 54%
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Ejemplo de prueba No.

Sacarido (concentracion)

Proporcion restante

Ejemplo 4-7 Creatinina (5 mg/ml) " 61%
Ejemplo 4-8 Macrogol 600 (50 mg/ml) " 32%
Ejemplo 4-9 Macrogol 600 (10 mg/ml) " 71%
Ejemplo 4-10 Manitol (50 mg/ml) " 64%

Ejemplo comparativo 5: Examen y comparacion de la proporcion restante para tensioactivo

Se prepararon composiciones acuosas afiadiendo una FSH recombinante genética a 150 Ul/ml, histidina a 0,5
mg/ml y sacarosa a 50 mg/ml a un tampén citrato 50 mM, PBS 10 mM o PB 10 mM, y afadiendo ademas un
tensioactivo a la mezcla en tales combinaciones con los tampones como se muestra en la tabla 5 mencionada a
continuacion, y se examinaron las proporciones restantes de FSH en las composiciones de la misma manera que la
del ejemplo 1. Los resultados se muestran en la tabla 5 mencionada a continuacion. Los resultados obtenidos
afadiendo 0,5 mg/ml de metionina en lugar de 0,5 mg/ml de histidina también se muestran como ejemplos
comparativos. La estabilidad se indic6 como la proporcion de la cantidad de FSH medida 2 semanas después del
inicio del experimento respecto a la cantidad de FSH medida al inicio del experimento. Cuando no se afiadio
tensioactivo, tuvo lugar la adsorcién o similar cuando las composiciones se pusieron en viales, y la cantidad de FSH
se redujo a aproximadamente el 80% de la observada afiadiendo un tensioactivo en ese momento.

[Tabla 5]
Ejemplo No. Tensioactivo Agente tamponante Proporcion restante
Ejemplo 1-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 71%
Ejemplo 1-2 PBS (10 mM, pH 7,4) 76%
Ejemplo 1-3 Tween 80 (0,01%) PS (10 mM, pH 7,4) 60%
Ejemplo 1-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 69%
Ejemplo 1-2 PBS (10 mM, pH 7,4) 70%
Ejemplo 5-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 77%
Ejemplo 5-2 PBS (10 mM, pH 7,4) 73%
Ejemplo 5-3 Tween 20 (0,01%) PS (10 mM, pH 7,4) 58%
Ejemplo 5-1 Citrato (50 mM, pH 7,4) 72%
Ejemplo 5-4 Ninguno PBS (10 mM, pH 7,4) 65%
Ejemplo 5-5 PS (10 mM, pH 7,4) 46%

Aplicabilidad industrial

La composiciéon acuosa de la presente invencién es Util como una composicion farmacéutica estable en la que se
elimina la reduccién de la actividad durante el almacenamiento y distribucion.
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REIVINDICACIONES

Una composicién acuosa que comprende hormona foliculoestimulante e histidina y metionina como un agente
estabilizante.

La composicion acuosa segun la reivindicacion 1, en donde la concentracion de histidina es de 0,05 a 10,0
mg/ml.

La composicién acuosa segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende una hormona foliculoestimulante
humana recombinante genética como la hormona foliculoestimulante.

La composicién acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas uno o dos o
mas tipos de sustancias seleccionadas del grupo que consiste en un sacarido, propilenglicol y creatinina.

La composicién acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas uno o dos o
mas tipos de sustancias seleccionadas del grupo que consiste en xilitol, inositol, propilenglicol, sacarosa,
gluconato de calcio, gluconato de sodio, manitol, macrogol 600 y creatinina.

La composicion acuosa segun la reivindicacion 1, en donde la concentracion de metionina es de 0,05 a 10
mg/ml.

La composicién acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas un
tensioactivo.

La composicion acuosa segun la reivindicacion 7, en donde el tensioactivo es un tensioactivo no iénico.

La composicion acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas un agente
tamponante fosfato o un agente tamponante citrato.

La composiciéon acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que tiene un valor de pH de 6,5 a 8,0.

La composicién acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas cloruro de
sodio como un agente de tonicidad.

La composicion acuosa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende ademas EDTA como
un acido policarboxilico.

Uso de un agente, que comprende histidina y metionina, para estabilizar una composicion farmacéutica
acuosa que contiene hormona foliculoestimulante como un principio activo.
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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