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DESCRIPCION
Chaperonas inmovilizadas en la superficie.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un contenedor para un compuesto farmacéutico que tiene un componente
proteico, tal como es definido por las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas se usan ahora habitualmente en campos médicos, y representan mas de la mitad de los farmacos
desarrollados. La insulina, la albimina, el interferén o los anticuerpos son algunos ejemplos.

Una proteina es una cadena polipeptidica con un plegamiento particular, en la que el plegamiento define ciertas
funciones de la proteina. Sin embargo, este plegamiento se puede alterar facilmente, por ejemplo cuando la proteina
pierde el plegamiento o se pliega erroneamente, por calor, pH extremos, fuerzas mecanicas, desnaturalizantes
quimicos, mediante otras proteinas, o simplemente por contacto con superficies de vidrio o plastico, por ejemplo. Las
proteinas almacenadas en contenedores médicos como jeringuillas, cartuchos, viales, ampollas, botellas o tubos de
ensayo pueden asi ser inactivadas totalmente en varias horas.

Las proteinas desplegadas se pueden agregar y formar bloques insolubles, mientras que las proteinas plegadas
errbneamente pueden tener efectos inesperados y peligrosos sobre el cuerpo humano, los cuales son indeseables.

Esta es la razén por la cual el control y prevencion del desplegamiento o plegamiento erréneo indeseado de
proteinas terapéuticas es un obstaculo importante y ubicuo a abordar durante la fabricacion, almacenamiento,
transporte, y administracion de productos farmacéuticos.

Para resolver este problema se han propuesto métodos, la mayoria de ellos basados en procesos biolégicos. En
particular, es conocido como usar una clase de proteinas grandes denominadas chaperonas para ayudar al
plegamiento/desplegamiento y al ensamblaje/desensamblaje de otras estructuras moleculares.

En la mayoria de estos métodos conocidos, las chaperonas estan libres en la disolucion farmacéutica. De este
modo, pueden contribuir al replegamiento de proteinas desplegadas en la disolucion. Sin embargo, podria ser
interesante beneficiarse de la funcién de las chaperonas sin liberar las chaperonas libres en la disolucién.

La publicacion de patente internacional WO00/55183 describe unas chaperonas inmovilizadas sobre una superficie
sélida. Este documento propone llevar a cabo esta inmovilizacion mediante una reaccion quimica que genera
enlaces covalentes entre la chaperona y la superficie tratada.

Dicha inmovilizacién de las chaperonas evita su liberacién en disolucién, mientras que todavia se beneficia de su
efecto de replegamiento.

Sin embargo, puesto que la reaccidon quimica implica tioles, la chaperona se podria unir a una superficie solida
solamente mediante un disulfuro. Los disulfuros de chaperonas (y de proteinas en general) forman restricciones
estructurales necesarias para mantenerlas en su conformacion nativa. Debido a la formacion de enlaces covalentes
en la reaccion quimica descrita en la publicacién de patente internacional W0O00/55183, al menos un puente de
disulfuro se destruye y existe el riesgo de que la chaperona no permanezca en su conformacion nativa y pierda su
actividad tras tal modificacion quimica.

Ademas, si la chaperona no contiene un disulfuro, no se puede unir. YANG YUNHUI ET AL: “Stabilization and re-
activation of trapped enzyme by immobilized heat shock protein and molecular chaperones”, BIOSENSORS &
BIOELECTRONICS MAR 2003, vol. 18, n° 2-3, 1 de marzo de 2003, describen la estabilizacion y reactivacion de
luciferasa de luciérnaga en disolucién en bruto mediante la chaperona DnaK, que se ha inmovilizado previamente
sobre superficies de vidrio silanizado de viales de vidrio.

Un objetivo general de la invencién, que se define mediante las reivindicaciones, es mejorar los métodos conocidos
tales como los mencionados anteriormente. En particular, un objetivo de la invencién es prevenir la liberacion de
chaperonas o fragmentos de chaperonas en disoluciones farmacéuticas sin alterar su eficiencia frente al
desplegamiento de las proteinas. Ademas, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un contenedor
mejorado para un compuesto farmacéutico que tiene un componente proteico. El contenedor mejorado segun la
presente invencion es una mejora con respecto a contenedores conocidos con respecto al revestimiento de la
superficie interna del contenedor y su efecto mejorado sobre un compuesto farmacéutico que tiene un componente
proteico.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un método que pueda aplicarse a cualquier chaperona.
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Sumario de la invenciéon

La presente invencién aspira a resolver las deficiencias identificadas anteriormente de la técnica anterior
proporcionando un contenedor para una proteina terapéutica como se define mediante las reivindicaciones. Una
superficie interna del contenedor de la presente invencion se reviste con chaperonas acopladas a la superficie
interna mediante un enlazador molecular — interponiéndose el enlazador entre la superficie del contenedor y la
chaperona.

La presente descripcidon también proporciona un método para revestir la superficie interna de un contenedor con
chaperonas, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

- llenar el contenedor con una disolucion que contiene un enlazador molecular;

- vaciar el contenedor después de un tiempo de preadsorcion de dicho enlazador molecular;
- lavar las superficies internas del contenedor con un amortiguador;

- afadir a dichas superficies internas las chaperonas.

Breve descripcion de los dibujos

Los objetivos anteriores y otros objetivos, caracteristicas y ventajas de esta invencion se pondran de manifiesto en la
siguiente descripcion detallada de una forma de realizacion ilustrativa de la misma que se ha de leer en relacion con
los dibujos adjuntos, en los que:

- lafigura 1 es una vista esquematica de una seccion transversal de la superficie de un contenedor segun la
presente invencion;

- la figura 2 es una vista esquematica ampliada de un revestimiento segin la presente invencion, que explica
los mecanismos que conducen a la agregacion de las proteinas;

- la figura 3 representa esquematicamente tres etapas del procedimiento de revestimiento de un contenedor
segun la invencion;

- las figuras 4A-C representan esquematicamente el comportamiento de chaperonas en tres experimentos: sin
enlazador preadsorbido, con enlazador plegado, y con enlazador desplegado;

- la figura 5 representa graficamente la evolucion de la concentracién de insulina soluble en una disolucion
terapéutica durante un experimento.

Descripcion detallada de la invencion

La figura 1 muestra una vista esquematica de una seccién transversal de una superficie de un contenedor 1 segin la
invencion. Como se usa en la presente memoria, el término “contenedor” se referira, a titulo ilustrativo y no limitativo,
a un contenedor apto para contener cualquier disolucion farmacéutica. Los ejemplos de un contenedor segun la
presente invencién incluyen una jeringuilla (con o sin una aguja adjunta), un cartucho, un vial, una ampolla, un
deposito u otro dispositivo 0 estructura aptos para almacenar y contener un compuesto farmacéutico, tipicamente en
forma liquida, pero no necesariamente asi. Otros contenedores adecuados para contener una disolucion
farmacéutica también estan dentro del alcance y espiritu de la presente invencion. El contenedor 1 es apto para
contener una disolucién farmacéutica 2 que puede ser un liquido que puede estar en contacto con la superficie 3 del
contenedor 1.

Entre la disolucion 2 y la superficie 3, esta previsto un revestimiento 10. El revestimiento 10 esta formado por dos
componentes, y sirve para aislar la superficie 3 de la disolucion 2. Un primer componente del revestimiento consiste
en chaperonas moleculares 11, que estan unidas a la superficie 3 mediante un enlazador molecular 12, un segundo
componente del revestimiento 10. Los enlazadores moleculares 12 se pueden formar como una capa sobre la
superficie 3. Por ejemplo, el enlazador 12 y la chaperona 11 pueden tener una interfaz definida entre ellos, tal como
se representa en la figura 2. Como alternativa, el enlazador 12 y la chaperona 11 pueden tener una interpenetracion
0 una interfaz entre ellos, de manera que puede no haber una delimitacion clara entre el enlazador 12 y la
chaperona 11.

Este enlazador molecular 12 estd formado por una sola molécula, o de un aglomerado de varias moléculas. De
hecho, en la técnica anterior, todos los métodos usados para acoplar polipéptidos a superficies soélidas implican el
enlazamiento quimico directo tras la modificacion de la superficie y/o de la proteina por medio de un agente quimico.
Nada en estos métodos conocidos se interpone entre la superficie 3 y la chaperona 11, por lo tanto, estos métodos
quimicos no implican ningun enlazador.

En la invencién, el enlazador 12 es una molécula como se define mediante las reivindicaciones, seleccionado
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preferentemente por su afinidad con la chaperona 11 sin conducir a la modificacion de la chaperona 11. Por lo tanto,
este acoplamiento no implica ninguna reaccién quimica covalente, no hay contacto entre la superficie del material y
la chaperona. El enlazador esta interpuesto entre ellas.

No se requieren especificidades para la unién entre la superficie a tratar y el enlazador. El enlazador puede estar
unido a la superficie mediante enlaces de hidrégeno (como en el caso de un enlazador hidréfilo/hidréfobo), enlaces
covalentes, interacciones de Van der Waals, como unos pocos ejemplos.

Como se representa en la figura 2, el proceso de agregacion de las proteinas consiste tipicamente en dos etapas
(que corresponden a las dos flechas Al y A2). Como se sefiala, la agregacion de las proteinas es indeseable, y
puede dar como resultado cambios peligrosos al compuesto farmacéutico. Las proteinas plegadas 20a son proteinas
terapéuticas en disolucion farmacéutica 2. Como se sabe, la hidrofobia de una superficie 3 de material, tal como
vidrio siliconizado pléastico, induce el desplegamiento de las proteinas 20a en proteinas desplegadas 20b. Las
proteinas desplegadas 20b estan desnaturalizadas y son proteinas conformacionalmente alteradas que han perdido
su forma primaria.

Las proteinas desplegadas 20b se pueden aglomerar entonces y formar bloques sélidos 20c que crecen
rapidamente.

La presencia de trazas de dichos agregados insolubles 20c en una preparacién farmacéutica de proteinas es
generalmente inaceptable para la liberacién de un producto farmacéutico.

Sin embargo, el solicitante observé que si un contenedor de vidrio médico siliconizado se llena con proteinas
plegadas, comenzaran a agregarse sobre la superficie del material solamente después de un “tiempo de demora”.

Durante este tiempo de demora, que puede tardar varias horas o incluso dias, la cantidad de proteina desplegada
crece, mientras que la adsorcion permanece casi constante con una monocapa delgada de proteinas absorbida
sobre las superficies internas del dispositivo. Las imperfecciones de esta capa forman lentamente sitios de
nucleacién, que entonces inducen la agregacion. Los bloques solidos de proteina agregada desplegada creceran en
estos sitios a partir del final del tiempo de demora.

En una forma de realizacion preferida, las proteinas desplegadas que se preadsorben sobre la superficie hidréfoba
del dispositivo se usan como enlazadores moleculares 12.

De hecho, una chaperona comprende un dominio de union a sustrato que contiene una ranura con una afinidad por
restos de aminoacidos neutros, hidréfobos, que es el nacleo funcional de la chaperona para la interaccion con
péptidos. Gracias a esta ranura, una chaperona afiadida antes del final del tiempo de demora se unira a la proteina
desplegada adsorbida y estabilizara la capa de proteinas desplegadas adsorbidas.

Para romper el enlazador molecular o una de las uniones se requiere una cantidad elevada de energia, de manera
que se evita la liberacién de la chaperona en la disolucion. La agregacion posterior también se evita gracias a las
chaperonas.

Como se representa en la figura 3, la presente invencién permite evitar la etapa de nucleacion y agregacion al afiadir
moléculas de chaperona antes del final del tiempo de demora a fin de neutralizar los sitios de nucleacion de la capa
de proteinas desplegadas antes de que la agregacion sea imparable. Cuando se adsorben, las proteinas
desplegadas se unen fuertemente a la superficie del material mediante enlaces de hidrégeno, de manera que actian
como enlazadores moleculares 12. La monocapa de proteina desplegada forma la capa definida por los enlazadores
12.

Por lo tanto, el enlazador molecular 12 se selecciona preferentemente a fin de cubrir toda la superficie con proteinas
desplegadas y formar una monocapa adsorbida sobre la superficie tratada.

En una realizacion particularmente preferida, la proteina desplegada es la misma molécula que la proteina
terapéutica almacenada en el contenedor. En este caso, puesto que la chaperona se escoge para que tenga una
buena afinidad con esta proteina, la chaperona sera muy eficaz evitando la agregacion. Ademas, facilita la aplicacion
de la invencion a formulaciones farmacéuticas.

La eficiencia de los enlazadores moleculares se ilustra mediante los resultados experimentales expuestos a
continuacion.

Resultados experimentales

Primer conjunto de experimentos

Tres contenedores médicos totalmente de borosilicato y tres contenedores médicos de vidrio siliconizado se llenaron
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con insulina humana disuelta en un amortiguador TRIS (trishidroximetilaminometano) pH 7,25 (TRIS 25 mM,
NaCl 125 mM, MgCl, 2 mM) a una concentracion final de 0,5 mg/ml. Los contenedores se agitaron entonces a 60
rpm y 37°C (hasta t = 2H o t = 16H, dependiendo del experimento, segln las columnas 2-3 y 5-6 de la tabla 1, mas
abajo), lo que conduce a la adsorcion de insulina sobre la superficie del contenedor. Al final de esta etapa de
preincubacion, las disoluciones de insulina se eliminaron y los contenedores se lavaron con amortiguador para
eliminar proteinas no absorbidas.

Entonces se afiadi6é una proteina de chaperona molecular a los contenedores lavados, al menos 15 min después.

La chaperona escogida es aqui el homélogo de Hsp70 bacteriano DnaK de Escherichia coli, pero se han ensayado
de forma similar diferentes chaperonas moleculares: DnaJ, ClpB..., y todas ellas se pueden aplicar a la presente
invencion. Estas familias de proteinas parecen existir en todos los organismos vivos, y pueden ser producidas en
Escherichia coli, se pueden purificar seguin un protocolo conocido desarrollado por B. Bukau de la Universidad de
Heidelberg, y se pueden almacenar a -80°C.

Como “control negativo”, la disolucion de DnaK también se afiadié directamente a un contenedor de vidrio médico
reciente lleno de amortiguador TRIS pH 7,25 (TRIS 25 mM, NaCl 125 mM, MgCI2 2 mM). Este caso corresponde a
las otras columnas 1y 4 de la tabla 1.

Para cada experimento, la cantidad de DnaK unida a las perlas de vidrio se midié entonces mediante SDS PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida) después de ser lavadas con amortiguador de TRIS y de eluirlas con un
amortiguador que contiene dodecilsulfato de sodio (SDS). La electroforesis es un método usado ampliamente para
separar proteinas segin su peso.

Cada experimento se llevé a cabo de manera idéntica. Los resultados obtenidos se representan graficamente en la
figura 4.

Tabla 1
Contenedores de vidrio de | Contenedores de vidrio
borosilicato siliconizados
Pre-incubacion (Horas) 0 |2 16 0|2 16
Cantidad de insulina adsorbida (ug) | 1 |1 1 1)1 20
DnaK adsorbida (SDS PAGE) - |- - -+ ++
Cantidades crecientes +
++

Segln se esperaba, DnaK no se pudo unir a las superficies no preincubadas (“control negativo”, columnas 1y 4,
tabla 1), debido a que no hay ninguna capa preadsorbida de insulina que actia como un enlazador (figura 4A).

Si el material usado es totalmente borosilicato, las superficies internas son hidréfilas. Y cualquiera que sea la
duracion de la preadsorcion, la insulina adsorbida permanece plegada y la DnaK no se puede unir a la superficie
hidrofila preincubada, como se confirma mediante el experimento (columnas 2 y 3, tabla 1). Este resultado
corresponde a la figura 4B.

Finalmente, se observa una fuerte adsorcion de DnaK sobre la superficie hidr6foba preincubada (columnas 5-6, tabla
1). Ademas, cuanto mas tiempo se preincuba la superficie (es decir, cuanta mas insulina se adsorbe), mas DnaK se
une a la capa.

Estos experimentos demuestran la capacidad de DnakK, y de otras chaperonas, para unirse eficientemente sobre la
superficie de un material por medio de un enlazador molecular que es una proteina preadsorbida y desplegada
(figura 4C). El enlace generado entre la chaperona y la superficie es suficientemente fuerte para evitar la liberacién
de las chaperonas incluso si las superficies se lavan nuevamente con un amortiguador de TRIS.

Segundo conjunto de experimentos

Un experimento subsiguiente muestra que la chaperona enlazada mantiene su eficiencia. La concentracion de
insulina soluble restante (insulina no agregada) se monitoriz6 a lo largo del tiempo en un contenedor de vidrio
médico siliconizado revestido con DnaK en las mismas condiciones como en los experimentos previos, y después se
llend con una disolucion reciente de insulina (86 pM). Los resultados se pueden observar en la figura 5.

En el caso de insulina sola, su concentracion cae después de 2 h (el tiempo de demora), mientras que se evita la
agregacion de la insulina mediante la DnaK unida con un enlazador molecular. De este modo, la chaperona no es
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alterada por el enlazador molecular.

Otros datos experimentales muestran que la capa de insulina preadsorbida consiste preferentemente en
aproximadamente 1 pg de insulina sobre una superficie total de 5 cm?.

Puesto que la cobertura superficial de insulina humana es aproximadamente 1,5 mg/m?, que quiere decir 0,75 pg por
5 cm?, la capa preadsorbida de insulina corresponde a una monocapa mixta (monémero/dimero/hexamero) de
insulina sobre la superficie. Su grosor es alrededor de unos pocos nanometros (una mezcla de
monomero/dimero/hexamero tiene alrededor de 3-5 nm, el monémero solo tiene menos de 1 nm).

La presente invenciéon puede ser util para cualquier contenedor para contener una disolucion farmacéutica, en
particular una disolucién que contenga proteina. Por ejemplo, el contenedor puede ser una jeringuilla, un cartucho,
un vial, una ampolla, un depdsito u otro dispositivo o estructura adecuada para contener y mantener un compuesto
farmacéutico. La agregacion de proteinas es particularmente problematica para jeringuillas, ya que a menudo son
tratadas para facilitar el deslizamiento del émbolo de la jeringuilla, para inhibir la unién de proteinas o para evitar
lixiviaciones. El aceite de silicona, usado como un lubricante para revestir los componentes deslizantes de la
jeringuilla (el interior del barril de la jeringuilla y el tapén del émbolo), es una molécula apolar que genera
interacciones predominantemente hidréfobas que catalizan enormemente la agregacion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para revestir la superficie interna de un contenedor con
moléculas de chaperonas. El método de la invencién permite las etapas de la experiencia previamente explicada.
Consiste en llenar el contenedor con una disolucion que contiene un enlazador molecular, vaciar entonces y lavarlo
con un amortiguador después de una primera fase de preadsorcion durante la cual el enlazador comienza a
desplegarse, antes de afiadir finalmente las moléculas de chaperonas a las superficies internas del contenedor, las
cuales se unen a los enlazadores moleculares preadsorbidos. Se bloquean los sitios de nucleacion, y se evita la
agregacion.
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REIVINDICACIONES
1. Contenedor que contiene una disolucién farmacéutica (2) que contiene unas proteinas terapéuticas, presentando
dicho contenedor una superficie hidréfoba (3) y un revestimiento (10) para aislar dicha disolucion farmacéutica (2) de
dicha superficie (3), estando dicho revestimiento formado por:

¢ unas proteinas desplegadas (12), usadas como un enlazador molecular, preadsorbidas sobre dicha superficie

(©)F
¢ unas chaperonas moleculares (11) unidas a dichas proteinas desplegadas,
en el que dichas chaperonas moleculares (11) estabilizan dichas proteinas desplegadas.

2. Contenedor segun la reivindicacion 1, en el que el contenedor es una jeringuilla, y la superficie hidrofoba esta
realizada a partir de aceite de silicona.

3. Contenedor segun la reivindicacion 1, en el que la superficie hidréfoba es de plastico.

4. Contenedor segun la reivindicacion 1 a 3, en el que los enlazadores moleculares estan formados a modo de una
capa, y dicha capa definida por los enlazadores esta formada por una monocapa de dichas proteinas desplegadas.

5. Contenedor segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que la proteina desplegada es la misma molécula que la
proteina terapéutica almacenada en el contenedor.

6. Contenedor segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha proteina terapéutica es insulina terapéutica.

7. Contenedor segln las reivindicaciones 1 a 6, en el que las proteinas desplegadas cubren toda la superficie y
forman una monocapa adsorbida sobre la superficie tratada.

8. Utilizacion de moléculas de chaperonas para estabilizar una capa de proteinas desplegadas adsorbidas sobre
una superficie hidrofoba.

9. Contenedor segun la reivindicacion 1, en el que la superficie hidréfoba es de vidrio siliconizado.
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Formulacién de proteina terapéutica

FIG. 1

FIG. 2
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