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DESCRIPCIÓN 

Formulaciones de pepticuerpos terapéuticos liofilizados 

Campo de la invención 

De manera general, la invención se refiere a formulaciones de pepticuerpos terapéuticos liofilizados y a métodos 
para producir una composición liofilizada que comprende pepticuerpos terapéuticos. 5 

Antecedentes de la invención 

Las proteínas recombinantes son una clase emergente de agentes terapéuticos. Tales agentes terapéuticos 
recombinantes han generado avances en la modificación química y la formulación de proteínas. Se han identificado 
modificaciones que pueden proteger proteínas terapéuticas, principalmente bloqueando su exposición a enzimas 
proteolíticas. Las modificaciones de proteínas también pueden aumentar la estabilidad, el tiempo de circulación y la 10 
actividad biológica de la proteína terapéutica. Un artículo de revisión que describe la modificación de proteínas y 
proteínas de fusión es Francis (1992), Focus on Growth Factors 3:4-10 (Mediscript, Londres). 

Una modificación útil es la combinación de un polipéptido con un dominio “Fc” de un anticuerpo. Los anticuerpos 
comprenden dos partes funcionalmente independientes, un dominio variable conocido como “Fab”, que se une a 
antígeno, y un dominio constante conocido como “Fc”, que está relacionado con funciones efectoras tales como 15 
activación de complemento y ataque por células fagocitarias. Un Fc tiene una semivida en suero larga, mientras que 
un Fab tiene una vida corta. Capon et al. (1989), Nature 337: 525-31. Véase también, por ejemplo, la patente 
estadounidense n.º 5.428.130. Cuando se construye junto con un pepticuerpo o proteína terapéutico, un dominio Fc 
puede proporcionar una semivida más larga o incorporar funciones tales como unión a receptor de Fc, unión a 
proteína A, fijación de complemento y quizás incluso transferencia a través de la placenta, citado anteriormente. La 20 
tabla 1 resume el uso de fusiones de Fc con proteínas terapéuticas conocidas en la técnica. 

Tabla 1 – Fusión de Fc con proteínas terapéuticas 

Forma de Fc Pareja de fusión Implicaciones terapéuticas Referencia 
lgG1 Extremo N-terminal de 

CD30-L 
enfermedad de Hodgkin; 

linfoma anaplásico; 
leucemia de células T  

patente estadounidense 
n.º 5.480.981 

Fcγ2a murino IL-10 antiinflamatorio; rechazo 
de trasplante 

Zheng et al. (1995), J. 
Immunol. 154: 5590-600 

IgG1 Receptor de TNF  choque séptico  Fisher et al. (1996), N. 
Engl. J. Med. 334: 1697-
1702; Van Zee, K. et al. 
(1996), J. lmmunol. 156: 

2221-30 
lgG, lgA, IgM o IgE 

(excluyendo el primer 
dominio) 

Receptor de TNF  inflamación, trastornos 
autoinmunitarios 

patente estadounidense 
n.º 5.808.029, concedida 
el 15 de septiembre de 

1998 
IgG1 Receptor de CD4  SIDA Capon et al. (1989), 

Nature 337: 525-31 
IgG1, IgG3 Extremo N-terminal de 

IL-2 
anticancerígeno, antiviral Harvill et al. (1995), 

Immunotech. 1: 95-105 
IgG1 Extremo C-terminal de 

OPG 
osteoartritis; densidad 

ósea 
documento WO 97/23614, 
publicado el 3 de julio de 

1997 
IgG1 Extremo N-terminal de 

leptina 
antiobesidad documento PCT/US 

97/23183, presentado el 
11 de diciembre de 1997 

IgCγ1 humana CTLA-4 trastornos 
autoinmunitarios 

Linsley (1991), J. Exp. 
Med. 174:561-9 

También se han estudiado péptidos y proteínas de fusión o conjugados con polietilenglicol (“PEG”) para su uso en 
productos farmacéuticos, en implantes artificiales y otras aplicaciones en las que la biocompatibilidad es importante. 
Se han propuesto diversos derivados de PEG que tienen un resto activo para permitir que PEG se una a productos 25 
farmacéuticos e implantes y a moléculas y superficies en general. Por ejemplo, se han propuesto derivados de PEG 
para acoplar PEG a superficies para controlar la humectación, la acumulación de estática y la unión de otros tipos de 
moléculas a la superficie, incluyendo proteínas o residuos de proteínas. 

En otros estudios, se ha mostrado que el acoplamiento de PEG (“pegilación”) es deseable para superar obstáculos 
encontrados en el uso clínico de moléculas biológicamente activas. La publicación de PCT publicada n.º WO 30 
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92/16221 menciona, por ejemplo, que se ha encontrado que muchas proteínas posiblemente terapéuticas tienen una 
semivida corta en el suero sanguíneo. 

La pegilación reduce la tasa de aclaramiento del torrente sanguíneo mediante el aumento del peso molecular 
aparente de la molécula. Hasta un determinado tamaño, la tasa de filtración glomerular de proteínas es 
inversamente proporcional al tamaño de la proteína. Por tanto, generalmente la capacidad de la pegilación para 5 
reducir el aclaramiento no depende de cuántos grupos PEG se unen a la proteína, sino del peso molecular global de 
la proteína conjugada. El aclaramiento reducido puede conducir a una eficacia aumentada con respecto al material 
no pegilado. Véase, por ejemplo, Conforti et al., Pharm. Research Commun. vol. 19, pág. 287 (1987) y Katre et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. vol. 84, pág. 1487 (1987). 

Además, la pegilación puede reducir la agregación de proteínas, (Suzuki et al., Biochem. Biophys. Acta vol. 788, 10 
pág. 248 (1984)), alterar (es decir) la inmunogenicidad de proteínas (Abuchowski et al., J. Biol. Chem. vol. 252, pág. 
3-582 (1977)) y aumentar la solubilidad de proteína tal como se describe, por ejemplo, en la publicación de PCT n.º 
WO 92/16221. 

En general, la interacción de un ligando proteico con su receptor con frecuencia tiene lugar en una superficie de 
contacto relativamente grande. Sin embargo, tal como se demuestra en el caso de la hormona del crecimiento 15 
humano unida a su receptor, sólo unos pocos residuos clave en la superficie de contacto contribuyen realmente a la 
mayor parte de la energía de unión. Clackson, T. et al., Science 267:383-386 (1995). Esta observación y el hecho de 
que la mayor parte del ligando proteico restante sólo sirve para presentar los epítopos de unión en la topología 
correcta hacen posible encontrar ligandos activos de tamaño mucho menor. Por tanto, moléculas de longitud tan 
sólo de “péptidos” tal como se definen en el presente documento pueden unirse a la proteína receptora de un 20 
ligando proteico grande dado. Tales péptidos pueden imitar la bioactividad del ligando proteico grande (“agonistas 
peptídicos”) o, mediante unión de competencia, inhibir la bioactividad del ligando proteico grande (“antagonistas 
peptídicos”). 

Han surgido bibliotecas de péptidos de presentación en fagos como un potente método en la identificación de tales 
agonistas y antagonistas peptídicos. Véase, por ejemplo, Scott et al. (1990), Science 249: 386; Devlin et al. (1990), 25 
Science 249: 404; patente estadounidense n.º 5.223.409, concedida el 29 de junio de 1993; patente estadounidense 
n.º 5.733.731, concedida el 31 de marzo de 1998; patente estadounidense n.º 5.498.530, concedida el 12 de marzo 
de 1996; patente estadounidense n.º 5.432.018, concedida el 11 de julio de 1995; patente estadounidense n.º 
5.338.665, concedida el 16 de agosto de 1994; patente estadounidense n.º 5.922.545, concedida el 13 de julio de 
1999; documento WO 96/40987, publicado el 19 de diciembre de 1996; y documento WO 98/15833, publicado el 16 30 
de abril de 1998. En tales bibliotecas, se presentan secuencias peptídicas al azar mediante fusión con proteínas de 
la cubierta de fago filamentoso. Normalmente, los péptidos presentados se eluyen por afinidad frente a un dominio 
extracelular de un receptor inmovilizado por anticuerpo. Los fagos retenidos pueden enriquecerse mediante rondas 
sucesivas de purificación por afinidad y nueva propagación, y los péptidos con mejor unión se secuencian para 
identificar residuos clave dentro de una o más familias de péptidos estructuralmente relacionadas. Véase, por 35 
ejemplo, Cwirla et al. (1997), Science 276: 1696-9, en el que se identificaron dos familias diferenciadas. Las 
secuencias peptídicas también pueden sugerir qué residuos pueden sustituirse de manera segura mediante 
exploración con alanina o mediante mutagénesis a nivel de ADN. Pueden crearse bibliotecas de mutagénesis y 
examinarse para optimizar adicionalmente la secuencia de los mejores componentes de unión. Lowman (1997), Ann. 
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24. 40 

Otros métodos compiten con la presentación en fagos en la investigación de péptidos. Puede fusionarse una 
biblioteca de péptidos con el extremo carboxilo-terminal del represor lac y expresarse en E. coli. Otro método basado 
en E. coli permite la presentación en la membrana exterior de la célula mediante fusión con una lipoproteína 
asociada a peptidoglicano (PAL). Estos y otros métodos relacionados se denominan de manera colectiva 
“presentación en E. coli”. Otro enfoque biológico para examinar mezclas de péptidos solubles usa levadura para la 45 
expresión y secreción. Véase Smith et al. (1993), Mol. Pharmacol. 43: 741-8. El método de Smith et al. y otros 
métodos relacionados se denominan “exploración basada en levadura”. En otro método, se detiene la traducción de 
ARN al azar antes de la liberación del ribosoma, dando como resultado una biblioteca de polipéptidos con su ARN 
asociado todavía unido. Este y otros métodos relacionados se denominan de manera colectiva “presentación en 
ribosoma”. Otros métodos emplean la unión química de péptidos a ARN; véase, por ejemplo, Roberts & Szostak 50 
(1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 12297-303. Este y otros métodos relacionados se denominan de manera 
colectiva “exploración de ARN-péptidos”. Se han desarrollado bibliotecas de péptidos derivadas químicamente en las 
que los péptidos se inmovilizan sobre materiales estables no biológicos, tales como barras de polietileno o resinas 
permeables en disolvente. Otra biblioteca de péptidos derivada químicamente usa fotolitografía para explorar 
péptidos inmovilizados sobre portaobjetos de vidrio. Estos y otros métodos relacionados se denominan de manera 55 
colectiva “exploración de péptidos químicos”. La exploración de péptidos químicos puede ser ventajosa porque 
permite el uso de D-aminoácidos y otros análogos no naturales, así como elementos no peptídicos. En Wells & 
Lowman (1992), Curr. Opin. Biotechnol. 3: 355-62 se revisan métodos tanto biológicos como químicos. 

En el caso de péptidos bioactivos conocidos, puede llevarse a cabo un diseño racional de ligandos peptídicos con 
propiedades terapéuticas favorables. En un enfoque de este tipo, se realizan cambios graduales en una secuencia 60 
peptídica y se determina el efecto de la sustitución sobre la bioactividad o una propiedad biofísica predictiva del 

E07775901
19-10-2016ES 2 599 318 T3

 



4 

péptido (por ejemplo, estructura en disolución). Estas técnicas se denominan de manera colectiva “diseño racional”. 
En una técnica de este tipo, se realiza una serie de péptidos en la que se sustituye un único residuo cada vez por 
alanina. Esta técnica se denomina comúnmente “paseo con alanina” o una “exploración con alanina”. Cuando se 
sustituyen dos residuos (contiguos o separados), se denomina “paseo con alanina doble”. Las sustituciones de 
aminoácido resultantes pueden usarse solas o en combinación para dar como resultado una nueva entidad peptídica 5 
con propiedades terapéuticas favorables. 

También puede usarse un análisis estructural de la interacción proteína-proteína para sugerir péptidos que imitan la 
actividad de unión de ligandos proteicos grandes. En un análisis de este tipo, la estructura cristalina puede sugerir la 
identidad y orientación relativa de residuos críticos del ligando proteico grande, a partir de lo cual puede diseñarse 
un péptido. Véase, por ejemplo, Takasaki et al. (1997), Nature Biotech. 15: 1266-70. Estos y otros métodos 10 
relacionados se denominan “análisis estructural de proteínas”. Estos métodos analíticos también pueden usarse 
para investigar la interacción entre una proteína receptora y péptidos seleccionados mediante presentación en fagos, 
lo cual puede sugerir una modificación adicional de los péptidos para aumentar la afinidad de unión. 

Conceptualmente, pueden identificarse compuestos miméticos peptídicos de cualquier proteína usando presentación 
en fagos y los otros métodos mencionados anteriormente. También se han usado estos métodos para el mapeo de 15 
epítopos, para la identificación de aminoácidos críticos en interacciones proteína-proteína, y como candidatos para 
el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos. Por ejemplo, Cortese et al. (1996), Curr. Opin. Biotech. 7: 616-
21. Ahora están usándose bibliotecas de péptidos muy frecuentemente en estudios inmunológicos, tales como 
mapeo de epítopos. Kreeger (1996), The Scientist 10(13): 19-20. 

Resulta de particular interés el uso de bibliotecas de péptidos y otras técnicas en el descubrimiento de péptidos 20 
farmacológicamente activos. En la tabla 2 se resumen varios de tales péptidos identificados en la técnica. En las 
publicaciones mencionadas se describen los péptidos. Se describe la actividad farmacológica de los péptidos, y en 
muchos casos va seguida por un término abreviado para los mismos entre paréntesis. Algunos de estos péptidos se 
han modificado (por ejemplo, para formar dímeros reticulados en el extremo C-terminal). Normalmente, se 
examinaron bibliotecas de péptidos para determinar la unión a un receptor para una proteína farmacológicamente 25 
activa (por ejemplo, receptor de EPO). En al menos un caso (CTLA4), se examinó la biblioteca de péptidos para 
determinar la unión a un anticuerpo monoclonal. 

Tabla 2 – Péptidos farmacológicamente activos 

Forma de péptido Pareja de unión 
/proteína de interés1 

Actividad farmacológica Referencia 

unido con enlaces 
disulfuro intrapeptídicos 

receptor de EPO compuesto mimético de 
EPO 

Wrighton et al. (1996), 
Science 273: 458-63; 

patente estadounidense 
n.º 5.773.569, concedida 
el 30 de junio de 1998 a 

Wrighton et al. 
dímero reticulado en el 

extremo C-terminal 
receptor de EPO compuesto mimético de 

EPO 
Livnah et al. (1996), 

Science 273: 464-71; 
Wrighton et al. (1997), 

Nature Biotechnology 15: 
1261-5; solicitud de 

patente internacional WO 
96/40772, publicada el 19 

de diciembre de 1996 
lineal receptor de EPO compuesto mimético de 

EPO 
Naranda et al. (1999), 
Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 96: 7569-74; 
documento WO 99/47151, 

publicado el 23 de 
septiembre de 1999 

lineal c-Mpl compuesto mimético de 
TPO 

Cwirla et al. (1997) 
Science 276: 1696-9; 

patente estadounidense 
n.º 5.869.451, concedida 
el 9 de febrero de 1999; 
patente estadounidense 
n.º 5.932.946, concedida 
el 3 de agosto de 1999 

                                                 
1 El péptido asociado (por ejemplo, receptor de EPO, receptor de IL-1) puede unirse a, o imitar, la proteína indicada 
en esta columna. Las referencias indicadas para cada una aclaran si los péptidos se unen a, o imitan, la molécula. 
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dímero reticulado en el 
extremo C-terminal 

c-Mpl compuesto mimético de 
TPO 

Cwirla et al. (1997), 
Science 276: 1696-9  

dímero unido con enlaces 
disulfuro 

 estimulación of 
hematopoyesis 

(“compuesto mimético de 
G-CSF”) 

Paukovits et al. (1984), 
Hoppe-Seylers Z. Physiol. 

Chem. 365: 303-11; 
Laerum et al. (1988), Exp. 

Hemat. 16: 274-80 
dímero unido con 

alquileno 
 compuesto mimético de G-

CSF 
Bhatnagar et al. (1996), J. 
Med. Chem. 39: 3814-9; 
Cuthbertson et al. (1997), 
J. Med. Chem. 40: 2876-

82; King et al. (1991), Exp. 
Hematol. 19:481; King et 
al. (1995), Blood 86 (Sup. 

1): 309a 
lineal receptor de IL-1 enfermedades 

inflamatorias y 
autoinmunitarias 

(“antagonista de IL-1” o 
“compuesto mimético de 

IL-1ra”) 

patente estadounidense 
n.º 5.608.035; patente 

estadounidense n.º 
5.786.331; patente 
estadounidense n.º 

5.880.096; Yanofsky et al. 
(1996), Proc. Natl. Acad. 

Sci. 93: 7381-6; Akeson et 
al. (1996), J. Biol. Chem. 

271: 30517 -23; Wiekzorek 
et al. (1997), Pol. J. 

Pharmacol. 49: 107-17; 
Yanofsky (1996), PNAs, 

93:7381- 7386. 
lineal factor tímico sérico 

(FTS) 
estimulación de linfocitos 
(“compuesto mimético de 

FTS”) 

Inagaki-Ohara et al. 
(1996), Cellular Immunol. 

171: 30- 40; Yoshida 
(1984), Int. J. 

Immunopharmacol, 6:141- 
6. 

unido con enlaces 
disulfuro intrapeptídicos  

AcM frente a CTLA4  compuesto mimético de 
CTLA4 

Fukumoto et al. (1998), 
Nature Biotech. 16: 267-70 

exocíclico  receptor de TNF-α  antagonista de TNF-α Takasaki et al. (1997), 
Nature Biotech. 15:1266- 

70; documento WO 
98/53842, publicado el 3 

de diciembre de 1998 
lineal receptor de TNF-α antagonista de TNF-α Chirinos-Rojas (1998), J. 

Imm., 5621-5626. 
unido con enlaces 

disulfuro intrapeptídicos 
C3b inhibición de activación del 

complemento; 
enfermedades 

autoinmunitarias 
(“antagonista de C3b”) 

Sahu et al. (1996), J. 
Immunol. 157: 884-91; 
Morikis et al. (1998), 
Protein Sci. 7: 619-27 

lineal vinculina procesos de adhesión 
celular: crecimiento 

celular, diferenciación 
celular, cicatrización de 

heridas, metástasis 
tumoral (“unión a 

vinculina”) 

Adey et al. (1997) 
Biochem. J. 324: 523-8 

lineal proteína de unión a C4 
(C4BP) 

antitrombótico  Linse et al. (1997), J. Biol. 
Chem. 272: 14658-65 

lineal receptor de urocinasa procesos asociados con la 
interacción de urocinasa 

con su receptor (por 
ejemplo, angiogénesis, 

invasión y metástasis de 
células tumorales ); 

(“antagonista de UKR”) 

Goodson et al. (1994), 
Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 

7129-33; solicitud 
internacional WO 

97/35969, publicada el 2 
de octubre de 1997 
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lineal Mdm2, Hdm2 inhibición de la 
inactivación de p53 

mediada por Mdm2 o 
hdm2; antitumoral 
(“antagonista de 

Mdm/hdm”) 

Picksley et al. (1994), 
Oncogene 9: 2523-9; 
Bottger et al. (1997) J. 
Mol. Biol. 269: 744-56; 
Bottger et al. (1996), 

Oncogene 13: 2141-7 
lineal p21WAF1 antitumoral imitando la 

actividad de p21WAF1 
Ball et al. (1997), Curr. 

Biol. 7:71-80 
lineal farnesil transferasa anticancerígeno 

impidiendo la activación 
del oncogén ras  

Gibbs et al. (1994), Cell 
77:175-178 

lineal dominio efector de Ras  anticancerígeno inhibiendo 
la función biológica del 

oncogén ras  

Moodie et al. (1994), 
Trends Genet 10: 44-48 
Rodriguez et al. (1994), 

Nature 370:527-532 
lineal dominios SH2/SH3  anticancerígeno inhibiendo 

el crecimiento tumoral con 
tirosina cinasas activadas; 

tratamiento de estados 
patológicos mediados por 

SH3 (“antagonista de 
SH3”) 

Pawson et al (1993), Curr. 
Biol. 3:434-432; Yu et al. 
(1994), Cell 76:933-945; 

Rickles et al. (1994), 
EMBO J. 13:5598- 5604; 
Sparks et al. (1994), J. 

Biol. Chem. 269: 23853- 6; 
Sparks et al. (1996), Proc. 
Natl. Acad. Sci. 93: 1540-
4; patente estadounidense 
n.º 5.886.150, concedida 
el 23 de marzo de 1999; 
patente estadounidense 
n.º 5.888.763, concedida 
el 30 de marzo de 1999 

lineal p16INK4 anticancerígeno imitando 
la actividad de p16; por 
ejemplo, inhibiendo el 

complejo de ciclina D-Cdk 
(“compuesto mimético de 

p16”) 

Fåhraeus et al. (1996), 
Curr. Biol. 6:84-91 

lineal Src, Lyn inhibición de la activación 
de mastocitos, estados 
relacionados con lgE, 

hipersensibilidad de tipo I 
(“antagonista de 

mastocitos”) 

Stauffer et al. (1997), 
Biochem. 36: 9388-94 

lineal proteasa de mastocitos  tratamiento de trastornos 
inflamatorios mediados 

por la liberación de 
triptasa 6 (“inhibidores de 
proteasas de mastocitos”) 

solicitud internacional WO 
98/33812, publicada el 6 

de agosto de 1998 

lineal antígeno de núcleo de 
VHB (HBcAg) 

tratamiento de infecciones 
virales por VHB (“anti-

VHB”) 

Dyson & Muray (1995), 
Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 

2194-8 
lineal selectinas adhesión de neutrófilos; 

enfermedades 
inflamatorias (“antagonista 

de selectina”) 

Martens et al. (1995), J. 
Biol. Chem. 270: 21129-
36; solicitud de patente 
europea EP 0 714 912, 

publicada el 5 de junio de 
1996 

lineal, ciclizado calmodulina antagonista de 
calmodulina 

Pierce et al. (1995), Molec. 
Diversity 1: 259-65; 

Dedman et al. (1993), J. 
Biol. Chem. 268: 23025- 
30; Adey & Kay (1996), 

Gene 169: 133-4 
lineal, ciclizado integrinas direccionamiento a 

tumores; tratamiento para 
estados relacionados con 

solicitudes internacionales 
WO 95/14714, publicada 

el 1 de junio de 1995; WO 
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acontecimientos celulares 
mediados por integrinas, 
incluyendo agregación 
plaquetaria, trombosis, 

cicatrización de heridas, 
osteoporosis, reparación 
de tejidos, angiogénesis 

(por ejemplo, para el 
tratamiento de cáncer), e 
invasión tumoral (“unión a 

integrina”) 

97/08203, publicada el 6 
de marzo de 1997; WO 

98/10795, publicada el 19 
de marzo de 1998; WO 

99/24462, publicada el 20 
de mayo de 1999; Kraft et 
al. (1999), J. Biol. Chem. 

274: 1979-1985 

cíclico, lineal fibronectina y 
componentes de la 

matriz extracelular de 
células T y macrófagos 

tratamiento de estados 
inflamatorios y 

autoinmunitarios  

documento WO 98/09985, 
publicado el 12 de marzo 

de 1998 

lineal somatostatina y 
cortistatina 

tratamiento o prevención 
de tumores productores de 

hormonas, acromegalia, 
gigantismo, demencia, 

úlcera gástrica, 
crecimiento tumoral, 

inhibición de secreción de 
hormonas, modulación del 

sueño o la actividad 
neuronal 

solicitud de patente 
europea 0 911 393, 

publicada el 28 de abril de 
1999 

lineal lipopolisacárido 
bacteriano 

antibiótico; choque 
séptico; trastornos 

modulables por CAP37 

patente estadounidense 
n.º 5.877.151, concedida 
el 2 de marzo de 1999 

lineal o cíclico, incluyendo 
D-aminoácidos 

pardaxina, melitina antipatógeno  documento WO 97/31019, 
publicado el 28 de agosto 

de 1997 
lineal, cíclico VIP impotencia, trastornos 

neurodegenerativos 
documento WO 97/40070, 
publicado el 30 de octubre 

de 1997 
lineal CTL cáncer documento EP 0 770 624, 

publicado el 2 de mayo de 
1997 

lineal THF-gamma2  Burnstein (1988), 
Biochem., 27:4066-71. 

lineal Amilina  Cooper (1987), Proc. Natl. 
Acad. Sci., 84:8628-32. 

lineal Adrenomedulina  Kitamura (1993), BBRC, 
192:553-60. 

cíclico, lineal VEGF antiangiogénico; cáncer, 
artritis reumatoide, 

retinopatía diabética, 
psoriasis (“antagonista de 

VEGF”) 

Fairbrother (1998), 
Biochem., 37:17754-

17764. 

cíclico MMP inflamación y trastornos 
autoinmunitarios; 

crecimiento tumoral 
(“inhibidor de MMP”) 

Koivunen (1999), Nature 
Biotech., 17:768-774. 

 fragmento de HGH tratamiento de la obesidad patente estadounidense 
n.º 5.869.452 

 Equistatina inhibición de la agregación 
plaquetaria 

Gan (1988), J. Biol. 
Chem., 263:19827-32. 

lineal autoanticuerpo frente a 
SLE 

SLE documento WO 96/30057, 
publicado el 3 de octubre 

de 1996 
 GD1alfa supresión de la metástasis 

tumoral 
lshikawa et al. (1998), 

FEBS Lett. 441 (1): 20-4 
 anticuerpos 

antifosfolípidos, contra 
beta-2- glicoproteína-I 

(β2GPI)  

activación de células 
endoteliales, síndrome 
antifosfolipídico (APS), 

fenómenos 

Blank et al. (1999), Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 96: 

5164-8 
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tromboembólicos, 
trombocitopenia, y pérdida 

fetal recurrente 
lineal cadena beta de 

receptor de células T 
diabetes documento WO 96/11214, 

publicado el 18 de abril de 
1996. 

  antiproliferativo, antiviral documento WO 00/01402, 
publicado el 13 de enero 

de 2000. 
  antiisquémico, liberador de 

hormona del crecimiento  
documento WO 99/62539, 

publicado el 9 de 
diciembre de 1999. 

  antiangiogénico  documento WO 99/61476, 
publicado el 2 de 

diciembre de 1999. 
lineal  agonista de la apoptosis; 

tratamiento de trastornos 
asociados con células T 

(por ejemplo, 
enfermedades 

autoinmunitarias, infección 
viral, leucemia de células 
T, linfoma de células T) 

documento WO 99/38526, 
publicado el 5 de agosto 

de 1999. 

lineal clase II del MHC tratamiento de 
enfermedades 

autoinmunitarias 

patente estadounidense 
n.º 5.880.103, concedida 
el 9 de marzo de 1999. 

lineal andrógeno R, p75, 
MJD, DCC, huntingtina 

proapoptótico, útil en el 
tratamiento del cáncer 

documento WO 99/45944, 
publicado el 16 de 

septiembre de 1999. 
lineal factor de von 

Willebrand; factor VIII 
inhibición de interacción 

con el factor VIII; 
anticoagulantes 

documento WO 97/41220, 
publicado el 29 de abril de 

1997. 
lineal LLP1 de lentivirus antimicrobiano patente estadounidense 

n.º 5.945.507, concedida 
el 31 de agosto de 1999. 

lineal péptido inductor de 
sueño delta 

trastornos del sueño Graf (1986), Peptides 
7:1165. 

lineal proteína C reactiva 
(CRP) 

inflamación y cáncer Barna (1994), Cancer 
Immunol. Immunother. 

38:38 (1994). 
lineal péptidos activadores de 

espermatozoides  
esterilidad Suzuki (1992), Comp. 

Biochem. Physiol. 
1028:679. 

lineal angiotensinas factores hematopoyéticos 
para estados 

hematocitopénicos del 
cáncer, SIDA, etc. 

Lundergan (1999), J. 
Periodontal Res. 
34(4):223-228. 

lineal gp41 de VIH-1 anti-SIDA Chan (1998), Cell 93:681- 
684. 

lineal PKC inhibición de la resorción 
ósea 

Moonga (1998), Exp. 
Physiol. 83:717-725. 

lineal defensinas (HNP-1, 2, 
3, 4) 

antimicrobiano Harvig (1994), Methods 
Enz. 236: 160-172. 

lineal p185HER2/neu, C-erbB-2 compuesto mimético de 
AHNP; antitumoral 

Park (2000), Nat. 
Biotechnol. 18:194-198. 

lineal gp130 antagonista de IL-6  documento WO 99/60013, 
publicado el 25 de 

noviembre de 1999. 
lineal colágeno, otras 

proteínas relacionadas 
con la artritis, de 

articulaciones, cartílago 

enfermedades 
autoinmunitarias 

documento WO 99/50282, 
publicado el 7 de octubre 

de 1999. 

lineal proteína de la envoltura 
de VIH-1  

tratamiento de 
enfermedades 
degenerativas 

documento WO 99/51254, 
publicado el 14 de octubre 

de 1999. 
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neurológicas  
lineal IL-2 trastornos 

autoinmunitarios (por 
ejemplo, rechazo de 

injerto, artritis reumatoide) 

documento WO 00/04048, 
publicado el 27 de enero 
de 2000; documento WO 
00/11028, publicado el 2 

de marzo de 2000. 

Los péptidos identificados mediante el examen de bibliotecas de péptidos se han considerado “candidatos” en el 
desarrollo de agentes terapéuticos en vez de usarse como agentes terapéuticos en sí mismos. Como otras proteínas 
y péptidos, se eliminarán rápidamente in vivo o bien mediante filtración renal, mecanismos de aclaramiento celular 
en el sistema reticuloendotelial o degradación proteolítica. (Francis (1992), Focus on Growth Factors 3: 4-11). Como 
resultado, la técnica actualmente usa los péptidos identificados para validar dianas farmacológicas o como 5 
armazones para el diseño de compuestos orgánicos que podrían no haberse identificado de manera igual de fácil o 
rápida mediante examen de bibliotecas químicas. Lowman (1997), Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24; 
Kay et al. (1998), Drug Disc. Today 3: 370-8.  

Normalmente, los péptidos purificados sólo son ligeramente estables en un estado acuoso y experimentan 
degradación química y física dando como resultado una pérdida de actividad biológica durante el procesamiento y el 10 
almacenamiento. Adicionalmente, las composiciones de péptidos en disolución acuosa experimentan hidrólisis, tal 
como desamidación y escisión de enlaces peptídicos. Estos efectos representan un grave problema para péptidos 
terapéuticamente activos que se pretenden administrar a seres humanos dentro de un intervalo de dosificación 
definido basándose en la actividad biológica. El documento WO 2004/092215 describe métodos de tratamiento 
usando pepticuerpos específicos que pueden unirse a angiopoyetina-2 (Ang-2) humana. El documento WO 15 
01/83525 se refiere a la fusión de dominios Fc con péptidos biológicamente activos y describe que la unión al 
vehículo aumenta la semivida del péptido, que de lo contrario se degradaría rápidamente in vivo. El documento WO 
97/04801 se refiere a formulaciones de proteínas liofilizadas isotónicas. El documento WO 98/14476 se refiere a 
composiciones farmacéuticas que contienen un ligando de mpl. El documento WO 96/24369 se refiere a 
composiciones y métodos para obtener preparaciones concentradas de IL-12 y formulaciones de IL-12 adecuadas 20 
para su almacenamiento y administración. Liao Xiangmin et al. (2005), Pharmaceutical Research. Vol. 22, n.º 11, 
págs. 1978-1985, describen la influencia de la concentración del principio farmacéutico activo sobre el estado físico 
de manitol en sistemas congelados y acuosos. 

La administración de péptidos purificados sigue siendo una estrategia de tratamiento prometedora para muchas 
enfermedades que afectan a la población humana. Sin embargo, no se ha abordado la capacidad del pepticuerpo 25 
terapéutico para permanecer como una composición farmacéutica estable a lo largo del tiempo en una variedad de 
condiciones de almacenamiento y después ser eficaz para pacientes in vivo. Por tanto, sigue existiendo una 
necesidad en la técnica de proporcionar pepticuerpos terapéuticos en formulaciones estables que son útiles como 
agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades y trastornos.  

Sumario de la invención 30 

La presente invención proporciona formulaciones útiles para la liofilización de pepticuerpos terapéuticos, dando 
como resultado un producto de pepticuerpo terapéutico altamente estable. El producto de pepticuerpo terapéutico 
estable es útil como agente terapéutico en el tratamiento de individuos que padecen trastornos o estados que 
pueden beneficiarse de la administración del pepticuerpo terapéutico. La presente invención se define por las 
reivindicaciones. 35 

En particular, la invención proporciona una composición de pepticuerpos terapéuticos liofilizada que comprende un 
tampón, un agente de carga, un agente estabilizante, y un tensioactivo; en la que el tampón está compuesto por un 
agente tamponante del pH, en la que:  

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0; 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; 40 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0; 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  45 

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o  

c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0; 
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dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5; 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  5 

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0; 

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;  

y en la que el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula I,  10 

Fórmula I: [(X1)a-F
1-(X2)b]-(L

1)c-WSPd 

en la que:  

F1 es un dominio Fc; 

X1 se selecciona de  

P1-(L2)e- 15 

P2 -(L3)f-P
1-(L2)e- 

P3-(L4)g-P
2-(L3)f-P

1-(L2)e- y  

P4-(L5)h-P
3-(L4)g-P

2-(L3)f-P
1-(L2)e- 

X2 se selecciona de:  

-(L2)e-P
1,  20 

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2, 

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3, y  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3-(L5)h-P

4  

en la que P1, P2, P3 y P4 son cada uno independientemente secuencias de péptidos farmacológicamente activos;  

L1, L2, L3, L4 y L5 son cada uno independientemente grupos de unión;  25 

a, b, c, e, f, g y h son cada uno independientemente 0 ó 1, con la condición de que al menos uno de a y b sea 1;  

d es 0, 1 o mayor de 1; y  

WSP es un polímero soluble en agua, cuya unión se realiza en cualquier resto reactivo en F1. 

En otra realización, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula II 

Fórmula II: [X1-F1]-(L1)c-WSPd 30 

en la que el dominio Fc se une en el extremo C-terminal de X1, y ningún, uno o más WSP se unen al dominio Fc, 
opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En todavía otra realización, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula III  

Fórmula III: [F1-X2]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de X2, y ningún, uno o más WSP se unen al dominio Fc, 35 
opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En aún otra realización, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula IV  
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Fórmula IV: [F1-(L1)e-P
1]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -(L1)c-P
1 y ningún, uno o más WSP se unen al dominio 

Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula V  

Fórmula V: [F1-(L1)e-P
1-(L2)f-P

2]-(L1)c-WSPd 5 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -L1-P1-L2-P2 y ningún, uno o más WSP se unen al 
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, el pepticuerpo terapéutico es un multímero o dímero. En otra realización, se proporciona una 
composición mencionada anteriormente en la que P1, P2, P3 y/o P4 se seleccionan independientemente de un 
péptido expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38. En una realización relacionada, P1, P2, P3 y/o P4 tienen la 10 
misma secuencia de aminoácidos. En otra realización, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1. En otra 
realización, WSP es PEG. En todavía otra realización, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1 y WSP es PEG. En 
otra realización, el PEG tiene un peso molecular de entre aproximadamente 2 kDa y 100 kDa, o entre 6 kDa y 
25 kDa. En otra realización, la composición comprende al menos el 50%, el 75%, el 85%, el 90% o el 95% de 
pepticuerpo terapéutico pegilado. 15 

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composición mencionada anteriormente el agente 
tamponante del pH puede seleccionarse del grupo que consiste en glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, 
acetato y aspartato. En aún otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada 
anteriormente en la que el agente de carga se selecciona del grupo que consiste en manitol, glicina, sacarosa, 
dextrano, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lactosa, sorbitol, trehalosa o xilitol. 20 

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composición mencionada anteriormente el agente 
estabilizante puede seleccionarse del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa, glucosa, 
rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, manitol, sorbitol, glicina, HCl de 
arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacáridos tales como dextrano, almidón, hidroxietil-almidón, 
ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y ácido hialurónico, cloruro de sodio. 25 

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composición mencionada anteriormente el tensioactivo 
puede seleccionarse del grupo que consiste en laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio, dioctilsulfonato 
de sodio, ácido quenodesoxicólico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de ácido 1-
octanosulfónico, colato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, sal de sodio de ácido glicodesoxicólico, cloruro de 
benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio monohidratado, bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 30 
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, SB3-12, digitonina, Triton X-100, Triton X-114, lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 
40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 20, 40, 60, 
65 y 80, lecitina de soja, DOPC, DMPG, DMPC, y DOPG; éster de ácido graso de sacarosa, metilcelulosa y 
carboximetilcelulosa. En aún otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada 
anteriormente en la que la concentración de pepticuerpo terapéutico es de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y 35 
250 mg/ml. 

En otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada anteriormente en la que el agente 
tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es manitol al 4% 
p/v; en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% 
p/v. En otra realización, se proporciona la composición mencionada anteriormente en la que P1 comprende una 40 
secuencia expuesta en la tabla 6. En aún otra realización de la invención, se proporciona una composición 
mencionada anteriormente en la que la concentración de pepticuerpo terapéutico es de 0,5 mg/ml. En otra 
realización, el pepticuerpo terapéutico es uno cualquiera de SEQ ID NO: 993, SEQ ID NO: 994, SEQ ID NO: 995, 
SEQ ID NO: 996, SEQ ID NO: 997, SEQ ID NO: 998, SEQ ID NO: 999, SEQ ID NO: 1000, SEQ ID NO: 1001, SEQ 
ID NO: 1002, SEQ ID NO: 1003, SEQ ID NO: 1004, SEQ ID NO: 1005, SEQ ID NO: 1006, SEQ ID NO: 1007, SEQ 45 
ID NO: 1008, SEQ ID NO: 1009, SEQ ID NO: 1010, SEQ ID NO: 1011, SEQ ID NO: 1012, SEQ ID NO: 1013, SEQ 
ID NO: 1014, SEQ ID NO: 1015, SEQ ID NO: 1016, o SEQ ID NO: 1017. 

En aún otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada anteriormente en la que el 
agente tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 7,0; en la que el agente de carga es manitol al 
4% p/v; en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es polisorbato 20 al 50 
0,01% p/v. En otra realización, se proporciona la composición mencionada anteriormente en la que P1 comprende 
una secuencia expuesta en la tabla 32. En aún otra realización de la invención, se proporciona una composición 
mencionada anteriormente en la que la concentración de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml. 

En el presente documento se da a conocer además una composición mencionada anteriormente, en la que el agente 
tamponante del pH es histidina 20 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es 3,3% p/v manitol; 55 
en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. En 
otra realización de la composición de la invención, P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 4. En aún otra 
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realización de la composición de la invención, la concentración de pepticuerpo terapéutico es de 100 mg/ml. 

En todavía otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada anteriormente en la que el 
agente tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es manitol al 
2,5% p/v; y en la que el agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v. En otra realización, se proporciona la 
composición mencionada anteriormente en la que P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 31. En aún otra 5 
realización de la invención, se proporciona una composición mencionada anteriormente en la que la concentración 
de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml. 

En otra realización de la invención, se proporciona una composición mencionada anteriormente en la que la 
composición se selecciona del grupo que consiste en: a) histidina 10 mM, pH 4,7, manitol al 4% y sacarosa al 2%, 
con y sin polisorbato 20 al 0,004%; y b) histidina 10 mM, pH 5, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin polisorbato 10 
20 al 0,004%. En otra realización, se proporciona la composición mencionada anteriormente en la que P1 comprende 
una secuencia expuesta en las tablas 21-24. En todavía otra realización, se proporciona la composición mencionada 
anteriormente en la que la concentración de pepticuerpo terapéutico se selecciona del grupo que consiste en 1, 30, 
85 y 100 mg/ml. 

La presente invención también contempla métodos de producción de pepticuerpos terapéuticos liofilizados de la 15 
presente invención. En particular, la invención proporciona un método para producir una pepticuerpo terapéutico 
liofilizado que comprende las etapas de: a) preparar una disolución de un tampón, un agente de carga, un agente 
estabilizante, y opcionalmente un tensioactivo; en el que el tampón está compuesto por un agente tamponante del 
pH en el que 

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  20 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH agente es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  25 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o  

c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  30 

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5; 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;  35 

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v; y  

b) liofilizar el pepticuerpo terapéutico;  

en el que el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la fórmula I,  

Fórmula I: [(X1)a-F
1-(X2)b]-(L

1)c-WSPd 40 

en la que:  

F1 es un dominio Fc;  

X1 se selecciona de  

E07775901
19-10-2016ES 2 599 318 T3

 



13 

P1-(L2)e-  

P2 -(L3)f -P
1-(L2)e-  

P3 -(L4)g-P
2-(L3)f-P

1-(L2)e- y  

P4-(L5)h-P
3-(L4)g-P

2-(L3)f-P
1-(L2)e-  

X2 se selecciona de:  5 

-(L2)e-P
1,  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2,  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3, y  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3-(L5)h-P

4  

en la que P1, P2, P3 y P4 son cada uno independientemente secuencias de péptidos farmacológicamente activos;  10 

L1, L2, L3, L4 y L5 son cada uno independientemente grupos de unión;  

a, b, c, e, f, g y h son cada uno independientemente 0 ó 1, con la condición de que al menos uno de a y b sea 1;  

d es 0, 1 o mayor de 1; y  

WSP es un polímero soluble en agua, cuya unión se realiza en cualquier resto reactivo en F1. 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico 15 
comprende una estructura expuesta en la fórmula II  

Fórmula II: [X1-F1]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo C-terminal de X1, y ningún, uno o más WSP se unen al dominio Fc, 
opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico 20 
comprende una estructura expuesta en la fórmula III  

Fórmula III: [F1 -X2]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de X2, y ningún, uno o más WSP se unen al dominio Fc, 
opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico 25 
comprende una estructura expuesta en la fórmula IV  

Fórmula IV: [F1-(L1)e-P
1]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -(L1)c-P
1 y ningún, uno o más WSP se unen al dominio 

Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico 30 
comprende una estructura expuesta en la fórmula V  

Fórmula V: [F1-(L1)e-P
1-(L2)f-P

2]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -L1-P1-L2-P2 y ningún, uno o más WSP se unen al 
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico es un 35 
multímero o dímero. En otra realización, el P1, P2, P3 y/o P4 se seleccionan independientemente de un péptido 
expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38. En otra realización, el P1, P2, P3 y/o P4 tienen la misma secuencia 
de aminoácidos. En otra realización, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1. En otra realización, WSP es PEG. 
En otra realización, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1 y WSP es PEG. En otra realización, PEG tiene un 
peso molecular de entre aproximadamente 2 kDa y 100 kDa o entre aproximadamente 6 kDa y 25 kDa. En otra 40 
realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la composición comprende al menos el 
50%, el 75%, el 85%, el 90% o el 95% de pepticuerpo terapéutico pegilado. 

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en el método mencionado anteriormente el agente tamponante 
del pH puede seleccionarse del grupo que consiste en glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, acetato y 
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aspartato. En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el agente de carga se 
selecciona del grupo que consiste en manitol, glicina, sacarosa, dextrano, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, 
lactosa, sorbitol, trehalosa o xilitol. En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el 
que el agente estabilizante se selecciona del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa, 
glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, manitol, sorbitol, glicina, HCl 5 
de arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacáridos tales como dextrano, almidón, hidroxietil-almidón, 
ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y ácido hialurónico, cloruro de sodio. 

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en el método mencionado anteriormente el tensioactivo puede 
seleccionarse del grupo que consiste en laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio, dioctilsulfonato de 
sodio, ácido quenodesoxicólico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de ácido 1-10 
octanosulfónico, cloato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, sal de sodio de ácido glicodesoxicólico, cloruro de 
benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio monohidratado, bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, SB3-12, digitonina, Triton X-100, Triton X-114, lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 
40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoesterato de glicerol, polisorbato 20, 40, 60, 
65 y 80, lecitina de soja, DOPC, DMPG, DMPC, y DOPG; éster de ácido graso de sacarosa, metilcelulosa y 15 
carboximetilcelulosa. En otra realización del método de la invención, la concentración de pepticuerpo terapéutico es 
de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y 250 mg/ml. 

En otra realización, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es 
histidina 10 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 4% p/v; en el que el agente 
estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v. En otra realización, 20 
se proporciona el método mencionado anteriormente en el que P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 6. 
En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la concentración de pepticuerpo 
terapéutico es de 0,5 mg/ml. 

En otra realización, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es 
histidina 10 mM y en el que el pH es de 7,0; en el que el agente de carga es manitol al 4% p/v; en el que el agente 25 
estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. En otra realización, se 
proporciona el método mencionado anteriormente en el que P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 32. 
En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la concentración de pepticuerpo 
terapéutico es de 30 mg/ml. 

En el presente documento se da a conocer además un método mencionado anteriormente en el que el agente 30 
tamponante del pH es histidina 20 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 3,3% 
p/v; en el que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% 
p/v. En otra realización del método de la invención, P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 4. En otra 
realización del método de la invención, la concentración de pepticuerpo terapéutico es de 100 mg/ml. 

En otra realización, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es 35 
histidina 10 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y en el que el 
agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v. En otra realización, se proporciona el método mencionado 
anteriormente en el que P1 comprende una secuencia expuesta en la tabla 31. En otra realización, se proporciona el 
método mencionado anteriormente en el que la concentración de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml. 

En otra realización de la invención, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que la composición 40 
se selecciona del grupo que consiste en: a) histidina 10 mM, pH 4,7, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin 
polisorbato 20 al 0,004%; y b) histidina 10 mM, pH 5, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin polisorbato 20 al 
0,004%. En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que P1 comprende una 
secuencia expuesta en las tablas 21-24. En todavía otra realización, se proporciona el método mencionado 
anteriormente en el que la concentración de pepticuerpo terapéutico se selecciona del grupo que consiste en 1, 30, 45 
85 y 100 mg/ml. 

En otra realización, se proporciona un método mencionado anteriormente que comprende además, antes de la 
liofilización, las etapas de: b) ajustar el pH de la disolución a un pH de entre aproximadamente 4,0 y 
aproximadamente 8,0; c) preparar una disolución que contiene el pepticuerpo terapéutico; d) someter a intercambio 
de tampón la disolución de la etapa (c) en la disolución de la etapa (b); e) añadir una cantidad apropiada de un 50 
tensioactivo; y f) liofilizar la mezcla de la etapa (e). 

En otra realización, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que se proporciona un método para 
preparar una composición de pepticuerpos terapéuticos reconstituida que comprende las etapas de: a) liofilizar una 
composición de pepticuerpos terapéuticos mencionada anteriormente; y b) reconstituir la composición de 
pepticuerpos terapéuticos liofilizada. 55 

En otra realización, se proporciona un kit para preparar una composición farmacéutica acuosa que comprende un 
primer recipiente que tiene una composición de pepticuerpos terapéuticos liofilizada mencionada anteriormente, y un 
segundo recipiente que tiene un disolvente fisiológicamente aceptable para la composición liofilizada.  
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Descripción detallada de la invención  

Definición de términos 

El término “que comprende”, con respecto a un péptido compuesto, significa que un compuesto puede incluir 
aminoácidos adicionales en cualquiera o ambos de los extremos amino o carboxilo-terminales de la secuencia dada. 
Evidentemente, los aminoácidos adicionales no deben interferir significativamente con la actividad del compuesto. 5 
Con respecto a una composición de la presente invención, el término “que comprende” significa que una 
composición puede incluir componentes adicionales. Estos componentes adicionales no deben interferir 
significativamente con la actividad de la composición. 

El término “pepticuerpo” se refiere a una molécula que comprende péptido(s) fusionado(s) o bien directamente o 
bien indirectamente con otras moléculas tales como un dominio Fc de un anticuerpo, en la que el resto peptídico se 10 
une específicamente a una diana deseada. El/los péptido(s) puede(n) o bien fusionarse con una región Fc o bien 
insertarse en un bucle de Fc, una molécula modificada de Fc. Los bucles de Fc se describen en la publicación de 
solicitud de patente estadounidense n.º US2006/0140934. La invención incluye tales moléculas que comprenden un 
dominio Fc modificadas para comprender un péptido como secuencia interna (preferiblemente en una región de 
bucle) del dominio Fc. Las moléculas peptídicas internas de Fc pueden incluir más de una secuencia peptídica en 15 
tándem en una región interna particular, y pueden incluir péptidos adicionales en otras regiones internas. Aunque se 
muestran a modo de ejemplo las regiones de bucle supuestas, también se considera que inserciones en cualquier 
otro dominio no terminal de Fc son parte de esta invención. El término “pepticuerpo” no incluye proteínas de fusión 
con Fc (por ejemplo, proteínas de longitud completa fusionadas con un dominio Fc). 

El término “vehículo” se refiere a una molécula que previene la degradación y/o aumenta la semivida, reduce la 20 
toxicidad, reduce la inmunogenicidad, o aumenta la actividad biológica de una proteína terapéutica. Los vehículos a 
modo de ejemplo incluyen un dominio Fc tal como se describe en la patente estadounidense n.º 5.428.130 de Capon 
et al., concedida el 27 de junio de 1995. 

El término “Fc nativo” se refiere a una molécula o secuencia que comprende la secuencia de un fragmento no de 
unión a antígeno resultante de la digestión de anticuerpo completo, ya sea en forma monomérica o multimérica. 25 
Normalmente, un Fc nativo comprende dominios CH2 y CH3. La fuente de inmunoglobulina original del Fc nativo es 
en un aspecto de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas. Un Fc nativo es un polipéptido 
monomérico que puede unirse para dar formas diméricas o multiméricas mediante asociación covalente (es decir, 
enlaces disulfuro), asociación no covalente o una combinación de ambas. El número de enlaces disulfuro 
intermoleculares entre subunidades monoméricas de moléculas de Fc nativo oscila entre uno y cuatro dependiendo 30 
de la clase (por ejemplo, IgG, IgA, IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgA1, IgGA2). Un ejemplo de un 
Fc nativo es un dímero unido mediante enlaces disulfuro que resulta de la digestión con papaína de una IgG. Ellison 
et al. (1982), Nucleic Acids Res. 10: 4071-9. El término “Fc nativo” tal como se usa en el presente documento es 
genérico para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas. 

El término “variante de Fc” se refiere a una molécula o secuencia que se modifica a partir de un Fc nativo, pero 35 
todavía comprende un sitio de unión para el receptor salvaje, FcRn. Las solicitudes internacionales WO 97/34631 
(publicada el 25 de septiembre de 1997) y WO 96/32478 describen variantes de Fc a modo de ejemplo, así como la 
interacción con el receptor salvaje. En un aspecto, el término “variante de Fc” comprende una molécula o secuencia 
que está humanizada a partir de un Fc nativo no humano. En otro aspecto, un Fc nativo comprende sitios que 
pueden eliminarse porque proporcionan características estructurales o actividad biológica que no se requieren para 40 
las moléculas de fusión de la presente invención. Por tanto, el término “variante de Fc” comprende una molécula o 
secuencia que carece de uno o más sitios o residuos del Fc nativo que realizan, o están implicados en, (1) formación 
de enlaces disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula huésped seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal tras 
la expresión en una célula huésped seleccionada, (4) glicosilación, (5) interacción con complemento, (6) unión a un 
receptor de Fc distinto de un receptor salvaje, o (7) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). A 45 
continuación en el presente documento se describen variantes de Fc con más detalle. 

El término “dominio Fc” abarca moléculas y secuencias de Fc nativo y variante de Fc tal como se definió 
anteriormente. Como con las variantes de Fc y Fc nativos, el término “dominio Fc” incluye moléculas en forma 
monomérica o multimérica, ya estén digeridas a partir de anticuerpo completo o producidas por otros medios. En una 
realización, por ejemplo, la región de Fc puede ser: 50 
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En la técnica se conocen secuencias de Fc adicionales y se contemplan para su uso en la invención. Por ejemplo, 
Fc IgG1 (n.º de registro de GenBank P01857), Fc IgG2 (n.º de registro de GenBank P01859), Fc IgG3 (n.º de 
registro de GenBank P01860), Fc IgG4 (n.º de registro de GenBank P01861), Fc IgA1 (n.º de registro de GenBank 
P01876), Fc IgA2 (n.º de registro de GenBank P01877), Fc IgD (n.º de registro de GenBank P01880), Fc IgM (n.º de 
registro de GenBank P01871), y Fc IgE (n.º de registro de GenBank P01854) son algunas secuencias de Fc 5 
adicionales contempladas para su uso en el presente documento. 

Opcionalmente, puede añadirse una secuencia de aminoácidos N-terminal a las secuencias anteriores (por ejemplo, 
cuando se expresan en bacterias). 

El término “multímero” tal como se aplica a dominios Fc o moléculas que comprenden dominios Fc se refiere a 
moléculas que tienen dos o más cadenas de polipéptidos asociadas de manera covalente, no covalente o mediante 10 
interacciones tanto covalentes como no covalentes. Las moléculas de lgG forman normalmente dímeros; IgM, 
pentámeros; IgD, dímeros; y lgA, monómeros, dímeros, trímeros o tetrámeros. Pueden formarse multímeros 
aprovechando la secuencia y la actividad resultante de la fuente de lg nativa del Fc o derivatizando (tal como se 
define a continuación) un Fc nativo de este tipo. 

Los términos “derivatizar”, “derivado” o “derivatizado” significan procedimientos y compuestos resultantes en los que, 15 
por ejemplo y sin limitación, (1) el compuesto tiene una parte cíclica; por ejemplo, reticulación entre residuos de 
cisteinilo dentro del compuesto; (2) el compuesto está reticulado o tiene un sitio de reticulación; por ejemplo, el 
compuesto tiene un residuo de cisteinilo y por tanto forma dímeros reticulados en cultivo o in vivo; (3) uno o más 
enlaces de peptidilo se sustituyen por un enlace distinto de peptidilo; (4) el extremo N-terminal se sustituye por 
NRR1, NRC(O)R1, -NRC(O)OR1, -NRS(O)2R1, -NHC(O)NHR, un grupo succinimida, o benciloxicarbonil-NH- 20 
sustituido o no sustituido, en los que R y R1 y los sustituyentes de anillo son tal como se definen a continuación en el 
presente documento; (5) el extremo C-terminal se sustituye por -C(O)R2 o -NR3R4 en los que R2, R3 y R4 son tal 
como se definen a continuación en el presente documento; y (6) compuestos en los que restos de aminoácido 
individuales se modifican mediante tratamiento con agentes que pueden reaccionar con residuos terminales o 
cadenas laterales seleccionadas. A continuación en el presente documento se describen con más detalle los 25 
derivados. 

Tal como se usa en el presente documento el término “péptido” se refiere a moléculas de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 
74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 o más 30 
aminoácidos unidos mediante enlaces peptídicos. Los péptidos contienen normalmente conformaciones aleatorias 
y/o flexibles, tales como enrollamientos aleatorios; y normalmente carecen de conformaciones estables, tales como 
las observadas en proteínas/polipéptidos más grande, normalmente mediante estructuras secundarias y terciarias. 
En realizaciones particulares, en el presente documento se contemplan numerosos intervalos de tamaño de 
péptidos, tales como desde aproximadamente: 3-90, 3-80, 3-70, 3-60, 3-50; 5-90, 5-80, 5-70, 5-60, 5-50, 5-40, 5-30; 35 
10-90, 10-80, 10-70, 10-60, 10-50, 10-40, 10-30; 10-20 aminoácidos de longitud, y similares. En realizaciones 
adicionales, los péptidos usados en el presente documento no tienen más de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30 ó 20 
aminoácidos de longitud. Pueden generarse péptidos a modo de ejemplo mediante cualquiera de los métodos 
expuestos en el presente documento, tal como portarse en un biblioteca de péptidos (por ejemplo, una biblioteca de 
presentación en fagos), generarse mediante síntesis química, derivarse mediante digestión de proteínas, o 40 
generarse usando técnicas de ADN recombinante. Los péptidos incluyen la forma D y L, ya sea purificadas o en una 
mezcla de las dos formas. 

Adicionalmente, también se contemplan sales fisiológicamente aceptables de los compuestos de esta invención. Por 
“sales fisiológicamente aceptables” quiere decirse cualquier sal que se sabe o se descubra posteriormente que es 
farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos específicos son: acetato; trifluoroacetato; hidrohaluros, tales como 45 
clorhidrato y bromhidrato; sulfato; citrato; tartrato; glicolato; y oxalato. 

El término “aleatorizado” tal como se usa para hacer referencia a secuencias peptídicas se refiere a secuencias 
totalmente aleatorias (por ejemplo, seleccionadas mediante métodos de presentación en fagos) y secuencias en las 
que uno o más residuos de una molécula que se produce de manera natural se sustituye por un residuo de 
aminoácido que no aparece en esa posición en la molécula que se produce de manera natural. Los métodos a modo 50 
de ejemplo para identificar secuencias peptídicas incluyen presentación en fagos, presentación en E. coli, 
presentación en ribosoma, exploración basada en levadura, exploración de ARN-péptido, exploración química, 
diseño racional, análisis estructural de proteínas, y similares. 

El término “farmacológicamente activo” significa que se determina que una sustancia descrita de ese modo tiene 
actividad que afecta a un parámetro médico (por ejemplo, pero sin limitarse a, tensión arterial, recuento de células 55 
sanguíneas, nivel de colesterol) o estado patológico (por ejemplo, pero sin limitarse a, cáncer, trastornos 
autoinmunitarios). Por tanto, los péptidos farmacológicamente activos comprenden péptidos agonistas o miméticos y 
antagonistas tal como se define a continuación. 

Los términos “péptido mimético” y “péptido agonista” se refieren a un péptido que tiene actividad biológica 
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comparable a una proteína (por ejemplo, pero sin limitarse a, EPO, TPO, G-CSF y otras proteínas descritas en el 
presente documento) que interacciona con una proteína de interés. Estos términos incluyen además péptidos que 
imitan indirectamente la actividad de una proteína de interés, tal como potenciando los efectos del ligando natural de 
la proteína de interés; véanse, por ejemplo, los péptidos miméticos de G-CSF indicados en las tablas 2 y 7. Como 
ejemplo, el término “péptido mimético de EPO” comprende cualquier péptido que puede identificarse o derivarse tal 5 
como se describe en Wrighton et al. (1996), Science 273: 458-63, Naranda et al. (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
96: 7569-74, o cualquier otra referencia en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre compuestos 
miméticos de EPO. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite 
seleccionar péptidos diferentes de los realmente dados a conocer en las mismas siguiendo los procedimientos 
dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos. 10 

Como otro ejemplo, el término “péptido mimético de TPO” o “TMP” se refiere a péptidos que pueden identificarse o 
derivarse tal como se describe en Cwirla et al. (1997), Science 276: 1696-9, patentes estadounidenses n.os 
5.869.451 y 5.932.946 y cualquier otra referencia en la tabla 2 identificada como que tiene contenido sobre 
compuestos miméticos de TPO, así como la solicitud internacional WO 00/24770 publicada el 4 de mayo de 2000. 
Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos 15 
diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con 
diferentes bibliotecas de péptidos. 

Como otro ejemplo, el término “péptido mimético de G-CSF” se refiere a cualquier péptido que puede identificarse o 
describirse en Paukovits et al. (1984), Hoppe-Seylers Z. Physiol. Chem. 365: 303-11 o cualquiera de las referencias 
en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre compuestos miméticos de G-CSF. Los expertos habituales 20 
en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a 
conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de 
péptidos. 

El término “péptido mimético de CTLA4” se refiere a cualquier péptido que puede identificarse o derivarse tal como 
se describe en Fukumoto et al. (1998), Nature Biotech. 16: 267-70. Los expertos habituales en la técnica aprecian 25 
que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en la 
misma siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos. 

El término “péptido antagonista” o “péptido inhibidor” se refiere a un péptido que bloquea o interfiere de alguna 
manera con la actividad biológica de la proteína asociada de interés, o tiene actividad biológica comparable a un 
antagonista o inhibidor conocido de la proteína asociada de interés. Por tanto, el término “péptido antagonista de 30 
TNF” comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se describe en Takasaki et al. (1997), 
Nature Biotech. 15: 1266-70 o cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre 
antagonistas de TNF. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite 
seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos 
dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos. 35 

Los términos “antagonista de IL-1” y “péptido mimético de IL-1ra” se refieren a péptidos que inhiben o regulan por 
disminución la activación del receptor de IL-1 mediante IL-1. La activación del receptor de IL-1 resulta de la 
formación de un complejo entre IL-1, receptor de IL-1 y proteína accesoria del receptor de IL-1. El antagonista de IL-
1 o péptidos miméticos de IL-1ra se unen a IL-1, receptor de IL-1 o proteína accesoria del receptor de IL-1 y 
obstruyen la formación de complejo entre dos cualesquiera o tres componentes del complejo. Pueden identificarse o 40 
derivarse antagonista de IL-1 o péptidos miméticos de IL-1ra a modo de ejemplo tal como se describe en las 
patentes estadounidenses n.os 5.608.035, 5.786.331, 5.880.096; o cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se 
identifica que tiene contenido sobre compuestos miméticos de IL-1ra o antagonistas de IL-1. Los expertos habituales 
en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a 
conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de 45 
péptidos. 

El término “péptido antagonista de VEGF” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se 
describe en Fairbrother (1998), Biochem. 37: 17754-64, y en cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se 
identifica que tiene contenido sobre antagonistas de VEGF. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada 
una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas 50 
siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos. 

El término “péptido inhibidor de MMP” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se 
describe en Koivunen (1999), Nature Biotech. 17: 768-74 y en cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se 
identifica que tiene contenido sobre inhibidores de MMP. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada 
una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas 55 
siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos. 

El término “péptido inhibidor de miostatina” se refiere a péptidos que pueden identificarse mediante su capacidad 
para reducir o bloquear la actividad de miostatina o señalización tal como se demuestra en ensayos in vitro tales 
como, por ejemplo, el ensayo de actividad de miostatina basado en células pMARE C2C12 o mediante pruebas con 

E07775901
19-10-2016ES 2 599 318 T3

 



18 

animales in vivo tal como se describe en la publicación de solicitud de patente estadounidense n.º 
US20040181033A1 y la publicación de solicitud PCT n.º W02004/058988. En las tablas 21-24 se exponen péptidos 
inhibidores de miostatina a modo de ejemplo. 

El término “antagonista de integrina/adhesión” se refiere a péptidos que inhiben o regulan por disminución la 
actividad de integrinas, selectinas, moléculas de adhesión celular, receptores de integrina, receptores de selectina, o 5 
receptores de moléculas de adhesión celular. Los antagonistas de integrina/adhesión a modo de ejemplo 
comprenden laminina, equistatina, los péptidos descritos en las tablas 25-28. 

El término “inhibidor de la resorción ósea” se refiere a moléculas tal como se determinan mediante los ensayos de 
los ejemplos 4 y 11 del documento WO 97/23614. Los inhibidores de la resorción ósea a modo de ejemplo incluyen 
anticuerpo frente a OPG y OPG-L, que se describen en los documentos WO 97/23614 y W098/46751, 10 
respectivamente. 

El término “inhibidor del factor de crecimiento nervioso” o “agonista del factor de crecimiento nervioso” se refiere a un 
péptido que se une a, e inhibe, la actividad o señalización de factor de crecimiento nervioso (NGF). En la tabla 29 se 
exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo. 

El término “dominio de modulación de TALL-1” se refiere a cualquier secuencia de aminoácidos que se une a TALL-15 
1 y comprende secuencias que se producen de manera natural o secuencias aleatorizadas. Pueden identificarse o 
derivarse dominios de modulación de TALL-1 a modo de ejemplo mediante presentación en fagos u otros métodos 
mencionados en el presente documento. En las tablas 30 y 31 se exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo. 

El término “antagonista de TALL-1” se refiere a una molécula que se une a TALL-1 y aumenta o disminuye uno o 
más parámetros de ensayo de manera opuesta al efecto de TALL-1 nativo de longitud completa sobre esos 20 
parámetros. Tal actividad puede determinarse, por ejemplo, mediante ensayos tales como los descritos en la 
subsección titulada “Actividad biológica de AGP-3” en la sección de materiales y métodos de la solicitud de patente 
titulada “TNF-RELATED PROTEINS”, WO 00/47740, publicada el 17 de agosto de 2000. 

El término “péptido antagonista de Ang 2” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse como que tienen 
características antagonistas de Ang-2. En las tablas 32-38 se exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo. 25 

El término “WSP” se refiere a un polímero soluble en agua que impide que un péptido, proteína u otro compuesto al 
que está unido precipite en un entorno acuoso, tal como, a modo de ejemplo, un entorno fisiológico. A continuación 
se presenta una descripción más detallada de diversas realizaciones de WSP contempladas por la invención.  

Liofilización y administración 

Los pepticuerpos terapéuticos son útiles en formulaciones farmacéuticas con el fin de tratar enfermedades en seres 30 
humanos tal como se describe en el presente documento. En una realización, las composiciones de pepticuerpos 
terapéuticos están liofilizadas. La liofilización se lleva a cabo usando técnicas comunes en la técnica y deben 
optimizarse para la composición que está desarrollándose [Tang et al., Pharm Res. 21:191-200, (2004) y Chang et 
al., Pharm Res. 13:243-9 (1996)]. 

Un ciclo de liofilización está compuesto, en un aspecto, por tres etapas: congelación, secado primario y secado 35 
secundario [A.P. Mackenzie, Phil Trans R Soc London, Ser B, Biol 278:167 (1977)]. En la etapa de congelación, se 
enfría la disolución para iniciar la formación de hielo. Además, esta etapa induce la cristalización del agente de 
carga. El hielo se sublima en la etapa de secado primario, que se realiza reduciendo la presión de la cámara por 
debajo de la presión de vapor del hielo, usando un vacío e introduciendo calor para fomentar la sublimación. 
Finalmente, se elimina el agua adsorbida o unida en la etapa de secado secundario a una presión de cámara 40 
reducida y a una temperatura de almacenamiento elevada. El procedimiento produce un material conocido como 
torta liofilizada. Posteriormente, puede reconstituirse la torta o bien con agua estéril o bien con diluyente para 
inyección adecuado. 

El ciclo de liofilización no sólo determina el estado físico final de los excipientes sino que también afecta a otros 
parámetros tales como el tiempo de reconstitución, aspecto, estabilidad y contenido en humedad final. La estructura 45 
de la composición en el estado congelado pasa por varias transiciones (por ejemplo, transiciones vítreas, 
humectaciones y cristalizaciones) que se producen a temperaturas específicas y pueden usarse para entender y 
optimizar el procedimiento de liofilización. La temperatura de transición vítrea (Tg y/o Tg’) puede proporcionar 
información sobre el estado físico de un soluto y puede determinarse mediante calorimetría diferencial de barrido 
(DSC). Tg y Tg’ son un parámetro importante que debe tenerse en cuenta cuando se diseña el ciclo de liofilización. 50 
Por ejemplo, Tg’ es importante para el secado primario. Además, en el estado secado, la temperatura de transición 
vítrea proporciona información sobre la temperatura de almacenamiento del producto final. 

Excipientes en general 

Los excipientes son aditivos que se incluyen en una formulación o bien porque confieren o bien porque potencian la 
estabilidad, administración y facilidad de fabricación de un producto terminado. Independientemente del motivo para 55 
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su inclusión, los excipientes son un componente integral de un producto terminado y por tanto se necesita que sean 
seguros y se toleren bien por los pacientes. Para fármacos de proteínas, la elección de excipientes es 
particularmente importante porque pueden afectar tanto a la eficacia como a la inmunogenicidad del fármaco. Por 
tanto, se necesita desarrollar formulaciones de proteínas con una selección apropiada de excipientes que 
proporcionan estabilidad, seguridad y comerciabilidad adecuadas. 5 

Una formulación liofilizada está compuesta habitualmente por un tampón, un agente de carga y un estabilizador. La 
utilidad de un tensioactivo puede evaluarse y seleccionarse en casos en los que la agregación durante la etapa de 
liofilización o durante la reconstitución llega a ser un problema. Se incluye un agente tamponante apropiado para 
mantener la formulación dentro de zonas estables de pH durante la liofilización. En la tabla A se proporciona una 
comparación de los componentes excipientes en formulaciones de proteínas líquidas y liofilizadas.  10 

Tabla A: Componentes excipientes de formulaciones de proteínas liofilizadas  

Componente excipiente Función en la formulación liofilizada 
Tampón o Mantener el pH de la formulación durante la liofilización y tras la 

reconstitución 
Agente de tonicidad / estabilizador o Los estabilizadores incluyen crio y lioprotectores 

o Los ejemplos incluyen polioles, azúcares y polímeros  
o Los crioprotectores protegen a las proteínas frente a estreses de 
congelación 
o Los lioprotectores estabilizan las proteínas en el estado secado por 
congelación 

Agente de carga o Usado para potenciar la elegancia del producto y para prevenir 
reventones 
o Proporciona resistencia estructural a la torta de liofilización  
o Los ejemplos incluyen manitol y glicina 

Tensioactivo o Empleado si la agregación durante el procedimiento de liofilización es 
un problema 
o Puede servir para reducir los tiempos de reconstitución  
o Los ejemplos incluyen polisorbato 20 y 80 

Antioxidante o Habitualmente no se emplea, las reacciones moleculares en la torta de 
liofilización se retardan en gran medida 

Iones de metales/agente quelante o Puede incluirse si se incluye un ion de metal específico sólo como 
cofactor o cuando se requiere el metal para la actividad proteasa  
o Generalmente no se necesitan agentes quelantes en formulaciones de 
liofilización 

Conservante o Únicamente para formulaciones de múltiples dosis  
o Proporciona protección frente al crecimiento microbiano en la 
formulación  
o Se incluye habitualmente en el diluyente de reconstitución (por 
ejemplo, bWFI) 

El principal desafío en el desarrollo de formulaciones para proteínas terapéuticas es estabilizar el producto frente a 
los estreses de fabricación, envío y almacenamiento. El papel de los excipientes de formulación es proporcionar 
estabilización frente a estos estreses. También pueden emplearse excipientes para reducir la viscosidad de 
formulaciones de proteínas con alta concentración con el fin de permitir su administración y potenciar la 15 
conveniencia para los pacientes. En general, pueden clasificarse excipientes basándose en los mecanismos 
mediante los cuales estabilizan proteínas frente a diversos estreses químicos y físicos. Algunos excipientes se usan 
para aliviar los efectos de un estrés específico o para regular una propensión particular de una proteína específica. 
Otros excipientes tienen efectos más generales sobre las estabilidades físicas y covalentes de proteínas. Los 
excipientes descritos en el presente documento se organizan o bien por su tipo químico o bien por su papel funcional 20 
en las formulaciones. Se proporcionan breves descripciones de los modos de estabilización cuando se comenta 
cada tipo de excipiente. 

Dadas las enseñanzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabrán qué 
cantidad o intervalo de excipiente puede incluirse en cualquier formulación particular para obtener una formulación 
biofarmacéutica de la invención que fomente la retención de la estabilidad del producto biofarmacéutico. Por 25 
ejemplo, la cantidad y el tipo de una sal que va a incluirse en una formulación biofarmacéutica de la invención puede 
seleccionarse basándose en la osmolalidad deseada (es decir, isotónica, hipotónica o hipertónica) de la disolución 
final así como las cantidades y osmolalidad de los otros componentes que van a incluirse en la formulación. De 
manera similar, mostrando a modo de ejemplo con referencia al tipo de poliol o azúcar incluido en una formulación, 
la cantidad de un excipiente de este tipo dependerá de su osmolalidad. 30 

A modo de ejemplo, la inclusión de sorbitol a aproximadamente el 5% puede lograr isotonicidad mientras que se 
necesita aproximadamente el 9% de un excipiente de sacarosa para lograr isotonicidad. La selección de la cantidad 
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o el intervalo de concentraciones de uno o más excipientes que pueden incluirse dentro de una formulación 
biofarmacéutica de la invención se han mostrado a modo de ejemplo anteriormente mediante referencia a sales, 
polioles y azúcares. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderán que las consideraciones descritas en el 
presente documento y mostradas adicionalmente a modo de ejemplo mediante referencia a excipientes específicos 
pueden aplicarse igualmente a todos los tipos y combinaciones de excipientes incluyendo, por ejemplo, sales, 5 
aminoácidos, otros agentes de tonicidad, tensioactivos, estabilizadores, agentes de carga, crioprotectores, 
lioprotectores, antioxidantes, iones de metales, agentes quelantes y/o conservantes. 

Además, cuando se notifica un excipiente particular en una formulación, por ejemplo, mediante el porcentaje (%) p/v, 
los expertos en la técnica reconocerán que también se contempla la concentración molar equivalente de ese 
excipiente. 10 

Evidentemente, un experto habitual en la técnica reconocerá que las concentraciones de los excipientes 
mencionados anteriormente comparten una interdependencia dentro de una formulación particular. A modo de 
ejemplo, la concentración de un agente de carga puede reducirse cuando, por ejemplo, hay una alta concentración 
de proteína/péptido o cuando, por ejemplo, hay una alta concentración de agente estabilizante. Además, un experto 
habitual en la técnica reconocerá que, con el fin de mantener la isotonicidad de una formulación particular en la que 15 
no hay ningún agente de carga, la concentración de un agente estabilizante se ajustará en consecuencia (es decir, 
se usará una cantidad “tonificante” de estabilizador). En la técnica se conocen otros excipientes y pueden 
encontrarse en Powell et al., Compendium of Excipients for Parenteral Formulations (1998), PDA J. Pharm. Sci. 
Technology, 52:238-311. 

Tampones 20 

Habitualmente se observa que la estabilidad de un fármaco de proteína es máxima en un intervalo de pH estrecho. 
Se necesita identificar este intervalo de pH de estabilidad óptima de manera temprana durante estudios previos a la 
formulación. Se ha demostrado que diversos enfoques, tales como estudios de estabilidad acelerada y estudios de 
barrido calorimétrico, son útiles en esta tarea (Remmele R.L. Jr., et al., Biochemistry, 38(16):52417-7 (1999)). Una 
vez finalizada una formulación, el producto terminado debe fabricarse y mantenerse dentro de unas especificaciones 25 
predefinidas a lo largo de toda su vida útil de almacenamiento. Por tanto, casi siempre se emplean agentes 
tamponantes para controlar el pH en la formulación. 

Se han empleado ácidos orgánicos, fosfatos y Tris de manera rutinaria como tampones en formulaciones de 
proteínas (tabla B). La capacidad tamponante de la especie tamponante es máxima a un pH igual al pKa y 
disminuye a medida que el pH aumenta o disminuye alejándose de este valor. El noventa por ciento de la capacidad 30 
tamponante existe dentro del intervalo de una unidad de pH con respecto a su pKa. La capacidad tamponante 
también aumenta proporcionalmente al aumentar la concentración de tampón. 

Se necesita tener en cuenta diversos factores cuando se elige un tampón. Antes que nada, se necesita definir la 
especie tamponante y su concentración basándose en su pKa y el pH de formulación deseado. Resulta igual de 
importante garantizar que el tampón es compatible con el fármaco de proteína, otros excipientes de formulación, y 35 
no cataliza ninguna reacción de degradación. Recientemente, se ha mostrado que tampones de carboxilato 
polianiónicos tales como citrato y succinato forman aductos covalentes con los residuos de cadena lateral de 
proteínas. Un tercer aspecto importante que debe tenerse en cuenta es la sensación de escozor e irritación que 
puede inducir el tampón. Por ejemplo, se sabe que el citrato provoca escozor tras la inyección (Laursen T, et al., 
Basic Clin Pharmacol Toxicol., 98(2): 218-21 (2006)). La posibilidad de escozor e irritación es mayor para fármacos 40 
que se administran por las vías s.c. o i.m., en las que la disolución de fármaco permanece en el sitio durante un 
periodo de tiempo relativamente más largo que cuando se administran por la vía i.v. en la que la formulación se 
diluye rápidamente en la sangre tras la administración. Para formulaciones que se administran mediante infusión i.v. 
directa, se necesita monitorizar la cantidad total de tampón (y cualquier otro componente de formulación). Debe 
tenerse cuidado particular con respecto a los iones potasio administrados en forma de tampón de fosfato de potasio, 45 
que pueden inducir efectos cardiovasculares en un paciente (Hollander-Rodriguez JC, et al., Am. Fam. Physician., 
73(2): 283-90 (2006)). 

Los tampones para formulaciones liofilizadas necesitan consideración adicional. Algunos tampones tales como 
fosfato de sodio pueden separarse por cristalización de la fase amorfa de proteína durante la congelación, dando 
como resultado desplazamientos del pH bastante grandes. Otros tampones comunes tales como acetato e imidazol 50 
deben evitarse ya que pueden sublimarse o evaporarse durante el procedimiento de liofilización, desplazando así el 
pH de la formulación durante la liofilización o tras la reconstitución.  

Tabla B: Agentes tamponantes usados comúnmente y sus valores de pKa 

Tampón pKa Producto terminado de ejemplo 
Acetato 4,8 Neupogen, Neulasta 

Succinato pKa1 = 4,8, pKa2 = 5,5 Actimmune 
Citrato pKa1 = 3,1, pKa2 = 4,8, PKa3 = 6,4 Humira 

Histidina (imidazol) 6,0 Xolair 
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fosfato pKa1 = 2,15, pKa2 = 7,2, PKa3 = 12,3 Enbrel (formulación líquida) 
Tris 8,1 Leukine 

El sistema de tampón presente en las composiciones se selecciona para ser fisiológicamente compatible y para 
mantener un pH deseado en la disolución reconstituida así como en la disolución antes de la liofilización. Tal como 
se describe en el presente documento, el pH de la disolución antes de la liofilización puede ser de entre pH 2,0 y pH 
12,0. Por ejemplo, el pH de la disolución antes de la liofilización puede ser de 2,0, 2,3., 2,5.,2,7, 3,0, 3,3, 3,5, 3,7, 
4,0, 4,3, 4,5, 4,7, 5,0, 5,3, 5,5, 5,7, 6,0, 6,3, 6,5, 6,7, 7,0, 7,3, 7,5, 7,7, 8,0, 8,3, 8,5, 8,7, 9,0, 9,3, 9,5, 9,7, 10,0, 10,3, 5 
10,5, 10,7, 11,0, 11,3, 11,5, 11,7 ó 12,0. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el pH de la 
disolución reconstituida puede ser de entre 4,5 y 9,0. Por ejemplo, el pH en la disolución reconstituida puede ser de 
4,5, 4,7, 5,0, 5,3, 5,5, 5,7, 6,0, 6,3, 6,5, 6,7, 7,0, 7,3, 7,5, 7,7, 8,0, 8,3, 8,5, 8,7 ó 9,0. 

Tal como se describe en el presente documento, el agente tamponante del pH usado en la formulación puede ser un 
aminoácido o una mezcla de aminoácidos. En un aspecto, el agente tamponante del pH es histidina o una mezcla de 10 
aminoácidos uno de los cuales es histidina. 

El compuesto tamponante del pH puede estar presente en cualquier cantidad adecuada para mantener el pH de la 
formulación a un nivel predeterminado. Tal como se describe en el presente documento, cuando el agente 
tamponante del pH es un aminoácido, la concentración del aminoácido puede ser de entre 0,1 mM y 1000 mM (1 M). 
Por ejemplo, la concentración del agente tamponante del pH puede ser de al menos 0,1, 0,5, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,2, 15 
1,5, 1,7, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, 700 
ó 900 mM, o puede ser de entre 1, 1,2, 1,5, 1,7, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80 ó 90 mM y 100 mM. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, la concentración 
del agente tamponante del pH puede ser de entre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30 ó 40 mM 
y 50 mM. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, la concentración del agente tamponante 20 
del pH puede ser de 10 mM. 

Otros agentes tamponantes del pH a modo de ejemplo usados para tamponar la formulación tal como se expone en 
el presente documento incluyen, pero no se limitan a, glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, acetato y 
aspartato. 

Estabilizadores y agentes de carga 25 

Normalmente se usan agentes de carga en formulaciones liofilizadas para potenciar la elegancia del producto y 
prevenir reventones. Las condiciones en la formulación se diseñan generalmente de modo que el agente de carga 
se separa por cristalización de la fase amorfa congelada (o bien durante la congelación o bien el templado por 
encima de la Tg’) dando a la torta estructura y volumen. Manitol y glicina son ejemplos de agentes de carga 
comúnmente usados. 30 

Los estabilizadores incluyen una clase de compuestos que pueden servir como crioprotectores, lioprotectores y 
agentes de formación vítrea. Los crioprotectores actúan para estabilizar proteínas durante la congelación o en el 
estado congelado a bajas temperaturas (P. Cameron, ed., Good Pharmaceutical Freeze-Drying Practice, Interpharm 
Press, Inc., Buffalo Grove, IL, (1997)). Los lioprotectores estabilizan proteínas en la forma de dosificación sólida 
secada por congelación mediante la conservación de las propiedades conformacionales similares a las nativas de la 35 
proteína durante etapas de deshidratación del secado por congelación. Las propiedades de estado vítreo se han 
clasificado como “fuertes” o “frágiles” dependiendo de sus propiedades de relajación en función de la temperatura. 
Resulta importante que los crioprotectores, lioprotectores y agentes de formación vítrea permanezcan en la misma 
fase que la proteína con el fin de conferir estabilidad. Los azúcares, polímeros y polioles se encuentran dentro de 
esta categoría y algunas veces pueden desempeñar los tres papeles. 40 

Los polioles abarcan una clase de excipientes que incluye azúcares (por ejemplo, manitol, sacarosa, sorbitol) y otros 
alcoholes polihidroxilados (por ejemplo, glicerol y propilenglicol). El polímero polietilenglicol (PEG) se incluye en esta 
categoría. Los polioles se usan comúnmente como agentes de isotonicidad y/o excipientes estabilizantes en 
formulaciones de proteínas parenterales tanto líquidas como liofilizadas. Con respecto a la serie de Hofmeister, los 
polioles son cosmótropos y se excluyen preferiblemente de la superficie de la proteína. Los polioles pueden proteger 45 
las proteínas frente a rutas de degradación tanto físicas como químicas. Los codisolventes preferiblemente excluidos 
aumentan la tensión superficial efectiva del disolvente en la superficie de contacto de la proteína mediante lo cual las 
conformaciones de proteínas energéticamente más favorables son aquellas con las menores áreas superficiales. 

El manitol es un agente de carga popular en formulaciones liofilizadas porque se separa por cristalización de la fase 
de proteína amorfa durante el secado por congelación proporcionando estabilidad estructural a la torta (por ejemplo 50 
Leukine®, Enbrel®-Lyo, Betaseron®). Se usa generalmente en combinación con un crio y/o lioprotector tal como 
sacarosa. Debido a la propensión de manitol a cristalizar en condiciones congeladas, el sorbitol y la sacarosa son los 
agentes de tonicidad/estabilizadores preferidos en formulaciones líquidas para proteger el producto frente a estreses 
de congelación-descongelación encontrados durante el transporte o cuando se congelan a granel antes de la 
fabricación. El sorbitol y la sacarosa son mucho más resistentes a la cristalización y por tanto es menos probable 55 
que experimenten separación de fases con respecto a la proteína. Resulta interesante observar que, aunque se ha 

E07775901
19-10-2016ES 2 599 318 T3

 



22 

usado manitol en cantidades tonificantes en varias formulaciones líquidas comercializadas tales como Actimmune®, 
Forteo® y Rebif®, las etiquetas de producto de estos fármacos presentan una advertencia de “no congelar”. Debe 
evitarse el uso de azúcares reductores (que contienen grupos cetona o aldehído libre) tales como glucosa y lactosa 
porque pueden reaccionar y glicar residuos de lisina y arginina en la superficie de proteínas mediante reacción de 
Maillard de aldehídos y aminas primarias (Chevalier F, et al., Nahrung, 46(2): 58-63 (2002); Humeny A, et al., J Agric 5 
Food Chem. 50(7): 2153-60 (2002)). La sacarosa puede hidrolizarse para dar fructosa y glucosa en condiciones 
ácidas (Kautz C. F. y Robinson A. L., JACS, 50(4) 1022-30 (1928)), y por consiguiente puede provocar glicación. 

El polímero polietilenglicol (PEG) puede estabilizar proteínas mediante dos mecanismos diferentes dependientes de 
la temperatura. A temperaturas inferiores, se excluye preferiblemente de la superficie de la proteína, pero se ha 
mostrado que interacciona con la forma no plegada de la proteína a una temperatura superior dada su naturaleza 10 
anfipática (Lee L.L. y Lee J.C., Biochemistry, 26(24): 7813-9 (1987)). Por tanto a temperaturas inferiores puede 
proteger proteínas mediante el mecanismo de exclusión preferencial, pero a temperaturas superiores posiblemente 
reduciendo el número de colisiones productivas entre moléculas no plegadas. PEG también es un crioprotector y se 
ha empleado en Recombinate®, una formulación liofilizada de factor antihemofílico recombinante, que usa PEG 
3350 a una concentración de 1,5 mg/ml. Los PEG líquidos de bajo peso molecular (PEG 300 - 600) pueden 15 
contaminarse con peróxidos y provocar la oxidación de proteínas. Si se usan, el contenido en peróxido en el material 
de partida debe minimizarse y controlarse a lo largo de su vida útil de almacenamiento. Lo mismo es cierto para los 
polisorbatos. 

Se añade un estabilizador (o una combinación de estabilizadores) a la formulación de liofilización para prevenir o 
reducir la degradación química y la agregación inducida por liofilización o inducida por almacenamiento. Una 20 
disolución nublada o turbia tras la reconstitución indica que la proteína ha precipitado. El término “estabilizador” 
significa un excipiente que puede prevenir la agregación u otra degradación física, así como degradación química 
(por ejemplo, autolisis, desamidación, oxidación, etc.) en un estado acuoso y sólido. Los estabilizadores que se 
emplean convencionalmente en composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, trehalosa, 
manosa, maltosa, lactosa, glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, 25 
manitol, sorbitol, glicina, HCl de arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacáridos tales como 
dextrano, almidón, hidroxietil-almidón, ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y ácido hialurónico, cloruro de 
sodio, [Carpenter et al., Develop. Biol. Standard 74:225, (1991)]. Tal como se describe en el presente documento, el 
estabilizador puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 0% a aproximadamente el 40% p/v. 
Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el estabilizador puede incorporarse en una 30 
concentración de al menos el 0,5, el 1, el 2, el 3, el 4, el 5, el 6, el 7, el 8, el 9, el 10, el 11, el 12, el 13, el 14, el 15, el 
16, el 17, el 18, el 19, el 20, el 30 o el 40% p/v, o puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 
1, el 2, el 3, el 4, el 5, el 6, el 7, el 8, el 9% a aproximadamente el 10% p/v. Tal como se describe adicionalmente en 
el presente documento, el estabilizador puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 2% a 
aproximadamente el 4% p/v. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el estabilizador puede 35 
incorporarse en una concentración de aproximadamente el 2% p/v. 

Si se desea, las composiciones liofilizadas también incluyen cantidades apropiadas de agentes de carga y de 
regulación de la osmolaridad adecuados para formar una “torta” liofilizada. Los agentes de carga pueden ser o bien 
cristalinos (por ejemplo, manitol, glicina) o bien amorfos (por ejemplo, sacarosa, polímeros tales como dextrano, 
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa). Otros agentes de carga a modo de ejemplo incluyen lactosa, sorbitol, 40 
trehalosa o xilitol. En la presente invención, el agente de carga es manitol. Tal como se describe adicionalmente en 
el presente documento, el agente de carga puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 0% a 
aproximadamente el 10% p/v, o puede incorporarse en una concentración de al menos el 0,2, el 0,5, el 0,7, el 1,0, el 
1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0, el 4,5, el 5,0, el 5,5, el 6,0, el 6,5, el 7,0, el 7,5, el 8,0, el 8,5, el 9,0 o el 9,5% 
p/v. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el agente de carga puede incorporarse en una 45 
concentración de aproximadamente el 1, el 1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0, el 4,5% al 5,0% p/v, para producir 
una torta elegante y mecánica y farmacéuticamente estable. Tal como se describe adicionalmente en el presente 
documento, la concentración de manitol puede ser del 4% p/v. 

Tensioactivos 

Las moléculas de proteínas tienen una alta propensión a interaccionar con superficies haciéndolas propensas a 50 
adsorción y desnaturalización en superficies de contacto de aire-líquido, vial-líquido y líquido-líquido (aceite de 
silicona). Se ha observado que esta ruta de degradación es inversamente dependiente de la concentración de 
proteína y da como resultado o bien la formación de agregados de proteínas solubles e insolubles o bien la pérdida 
de proteína de la disolución mediante adsorción en las superficies. Además de la adsorción en la superficie del 
recipiente, la degradación inducida por la superficie se agrava con la agitación física, tal como se experimentará 55 
durante el envío y la manipulación del producto. 

Los tensioactivos se usan comúnmente en formulaciones de proteínas para prevenir la degradación inducida por la 
superficie. Los tensioactivos son moléculas anfipáticas con la capacidad de superar por competencia a las proteínas 
por las posiciones en las superficies de contacto. Las partes hidrófobas de las moléculas de tensioactivo ocupan 
posiciones en las superficies de contacto (por ejemplo, aire/líquido), mientras que las partes hidrófilas de las 60 
moléculas permanecen orientadas hacia el volumen de disolvente. A concentraciones suficientes (normalmente 
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alrededor de la concentración micelar crítica del detergente), una capa de superficie de moléculas de tensioactivo 
sirve para prevenir que las moléculas de proteína se adsorban en la superficie de contacto. De ese modo, se 
minimiza la degradación inducida por la superficie. Los tensioactivos más comúnmente usados son ésteres de 
ácidos grasos de polietoxilatos de sorbitano, es decir polisorbato 20 y polisorbato 80 (por ejemplo, Avonex®, 
Neupogen®, Neulasta®). Los dos sólo se diferencian en la longitud de la cadena alifática que confiere carácter 5 
hidrófobo a las moléculas, C-12 y C-18, respectivamente. Por consiguiente, el polisorbato 80 es más activo en 
superficie y tiene una menor concentración micelar crítica que polisorbato 20. El tensioactivo poloxámero 188 
también se ha usado en diversos productos líquidos comercializados tales como Gonal-F®, Norditropin® y Ovidrel®. 

Los detergentes también pueden afectar a la estabilidad conformacional termodinámica de proteínas. Una vez más, 
los efectos de un excipiente dado serán específicos para la proteína. Por ejemplo, se ha mostrado que los 10 
polisorbatos reducen la estabilidad de algunas proteínas y aumentan la estabilidad de otras. La desestabilización de 
proteínas por detergente puede razonarse en cuanto a las colas hidrófobas de las moléculas de detergente que 
pueden participar en la unión específica con estados de proteínas parcial o totalmente plegados. Estos tipos de 
interacciones pueden provocar un desplazamiento en el equilibrio conformacional hacia los estados de proteínas 
más expandidos (es decir aumentando la exposición de partes hidrófobas de la molécula de proteína como 15 
complemento al polisorbato de unión). Alternativamente, si el estado nativo de la proteína muestra algunas 
superficies hidrófobas, la unión de detergente al estado nativo puede estabilizar esa conformación. 

Otro aspecto de los polisorbatos es que son inherentemente propensos a degradación oxidativa. Con frecuencia, 
como materias primas, contienen cantidades suficientes de peróxidos para provocar la oxidación de cadenas 
laterales de residuos de proteínas, especialmente metionina. La posibilidad de daño oxidativo que surge de la 20 
adición de estabilizador enfatiza el punto de que deben usarse las concentraciones eficaces más bajas de 
excipientes en formulaciones. Para tensioactivos, la concentración eficaz para una proteína dada dependerá del 
mecanismo de estabilización. Se ha postulado que si el mecanismo de estabilización de tensioactivo está 
relacionado con prevenir la desnaturalización en superficie, la concentración eficaz será aproximadamente la 
concentración micelar crítica del detergente. A la inversa, si el mecanismo de estabilización está asociado con 25 
interacciones proteína-detergente específicas, la concentración de tensioactivo eficaz estará relacionada con la 
concentración de proteína y la estequiometría de la interacción (Randolph T.W., et al., Pharm Biotechnol., 13:159-75 
(2002)). 

También pueden añadirse tensioactivos en cantidades apropiadas para prevenir el fenómeno de agregación 
relacionado con la superficie durante la congelación y el secado [Chang, B, J. Pharm. Sci. 85:1325, (1996)]. Los 30 
tensioactivos a modo de ejemplo incluyen tensioactivos aniónicos, catiónicos, no iónicos, zwitteriónicos y anfóteros, 
incluyendo tensioactivos derivados de aminoácidos que se producen de manera natural. Los tensioactivos aniónicos 
incluyen, pero no se limitan a, laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio y dioctilsulfonato de sodio, ácido 
quenodesoxicólico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de ácido 1-
octanosulfónico, quelato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, y sal de sodio de ácido glicodesoxicólico. Los 35 
tensioactivos catiónicos incluyen, pero no se limitan a, cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de 
cetilpiridinio monohidratado, y bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Los tensioactivos zwitteriónicos incluyen, pero no 
se limitan a, CHAPS, CHAPSO, SB3-10 y SB3-12. Los tensioactivos no iónicos incluyen, pero no se limitan a, 
digitonina, Triton X-100, Triton X-114, TWEEN-20 y TWEEN-80. Los tensioactivos también incluyen lauromacrogol 
400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoesterato de 40 
glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, lecitina de soja y otros fosfolípidos tales como DOPC, DMPG, DMPC y DOPG; 
éster de ácido graso de sacarosa, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Las composiciones pueden comprender 
estos tensioactivos o bien individualmente o bien como una mezcla en diferentes razones. El tensioactivo puede 
incorporarse en una concentración de aproximadamente el 0% a aproximadamente el 5% p/v, o puede incorporarse 
en una concentración de al menos el 0,001, el 0,002, el 0,005, el 0,007, el 0,01, el 0,05, el 0,1, el 0,2, el 0,3, el 0,4, el 45 
0,5, el 0,6, el 0,7, el 0,8, el 0,9, el 1,0, el 1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0 o el 4,5% p/v. Específicamente, el 
tensioactivo puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 0,5% 
p/v, o puede incorporarse en una concentración de aproximadamente el 0,004, el 0,005, el 0,007, el 0,01, el 0,05 o el 
0,1% p/v a aproximadamente el 0,2% p/v. Más específicamente, el tensioactivo puede incorporarse en una 
concentración de aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 0,1% p/v. 50 

Sales  

Con frecuencia se añaden sales para aumentar la fuerza iónica de la formulación, lo que puede ser importante para 
la solubilidad, estabilidad física e isotonicidad de la proteína. Las sales pueden afectar a la estabilidad física de 
proteínas de una variedad de maneras. Los iones pueden estabilizar el estado nativo de proteínas mediante unión a 
residuos con carga en la superficie de la proteína. Alternativamente, pueden estabilizar el estado desnaturalizado 55 
mediante unión a los grupos peptídicos a lo largo de la estructura principal de la proteína (-CONH-). Las sales 
también pueden estabilizar la conformación nativa de la proteína blindando interacciones electrostáticas de repulsión 
entre residuos dentro de una molécula de proteína. Los electrolitos en formulaciones de proteínas también pueden 
blindar interacciones electrostáticas de atracción entre moléculas de proteínas que pueden conducir a insolubilidad y 
agregación de proteínas. 60 

El efecto de la sal sobre la estabilidad y solubilidad de proteínas varía significativamente con las características de la 
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especie iónica. La serie de Hofmeister se originó en la década de 1880 como una manera de clasificar en orden los 
electrolitos basándose en su capacidad para precipitar proteínas (Cacace M.G., et al., Quarterly Reviews of 
Biophysics., 30(3): 241-277 (1997)). En este informe, la serie de Hofmeister se usa para ilustrar una escala de 
efectos de estabilización de proteínas mediante cosolutos iónicos y no iónicos. En la tabla C, los cosolutos se 
ordenan con respecto a sus efectos generales sobre proteínas en estado de disolución, desde estabilizantes 5 
(cosmótropos) hasta desestabilizantes (caótropos). En general, las diferencias en cuanto a los efectos en los 
aniones son mucho mayores que las observadas para los cationes, y, para ambos tipos, los efectos son más 
evidentes a concentraciones superiores a las que son aceptables en formulaciones parenterales. Comúnmente se 
usan altas concentraciones de cosmótropos (por ejemplo, sulfato de amonio >1 molar) para precipitar proteínas de 
una disolución mediante un proceso denominado “precipitación por sales” en el que el cosmótropo se excluye 10 
preferiblemente de la superficie de la proteína reduciendo la solubilidad de la proteína en su conformación nativa 
(plegada). La eliminación o dilución de la sal devolverá la proteína a la disolución. El término “solubilización por 
sales” se refiere al uso de iones desestabilizantes (tales como guanidina y cloruro, por ejemplo) que aumentan la 
solubilidad de proteínas mediante solvatación de los enlaces peptídicos de la estructura principal de la proteína. 
Aumentar las concentraciones del caótropo favorecerá la conformación en estado desnaturalizado (desplegado) de 15 
la proteína a medida que aumenta la solubilidad de la cadena peptídica. La eficacia relativa de iones en cuanto a la 
“solubilización por sales” y la “precipitación por sales” define su posición en la serie de Hofmeister. 

Con el fin de mantener la isotonicidad en una formulación parenteral, las concentraciones de sales se limitan 
generalmente a menos de 150 mM para combinaciones de iones monovalentes. En este intervalo de concentración, 
el mecanismo de estabilización por sales se debe probablemente al apantallamiento de fuerzas intramoleculares de 20 
repulsión electrostática o fuerzas intermoleculares de atracción (apantallamiento de Debye-Huckel). Resulta 
interesante que se ha mostrado que las sales caótropicas son más eficaces en la estabilización de la estructura de la 
proteína que concentraciones similares de cosmótropos mediante este mecanismo. Se cree que los aniones 
caótropicos se unen más fuertemente que los iones cosmótropicos. Con respecto a la degradación covalente de 
proteínas, se esperan efectos diferenciales de fuerza iónica sobre este mecanismo según la teoría de Debye-Huckel. 25 
Por consiguiente, los informes publicados de estabilización de proteínas mediante cloruro de sodio van 
acompañados por aquellos en los que el cloruro de sodio aceleró la degradación covalente. Los mecanismos 
mediante los cuales las sales afectan a la estabilidad de la proteína son específicos de la proteína y pueden variar 
significativamente en función del pH de la disolución. Un ejemplo en el que un excipiente puede ser útil para permitir 
la administración de un fármaco de proteína es el de algunas formulaciones de anticuerpos de alta concentración. 30 
Recientemente, se ha mostrado que las sales son eficaces en la reducción de la viscosidad de tales formulaciones 
(Liu J., et al., J. Pharm Sci., 94(9): 1928-40 (2005); fe de erratas en: J Pharm Sci., 95(1): 234-5 (2006)).  

Tabla C: La serie de Hofmeister de sales 

Cosoluto Escalas de estabilización 
Anión Catión Otro 

F- (CH3)4N
+ Glicerol/sorbitol Estabilización 

(precipitación por sales) 
 
 
 
 
 
 

Desestabilización 
(solubilización por sales) 

Cosmótropo 
 
 
 
 
 
 
 
 

Caótropo 

PO4
- (CH3)2NH+ Sacarosa/trehalosa 

SO4
- NH4

+ TMAO 
CHCOO- K+  

Cl- Na+  
Br- Cs+  
I- Li+  
 Mg2+ Guanidina 
 Ca2+ Arginina 
 Ba2+ Urea 

Aminoácidos 

Los aminoácidos han encontrado un uso versátil en formulaciones de proteínas como tampones, agentes de carga, 35 
estabilizadores y antioxidantes. Se emplean histidina y ácido glutámico para tamponar formulaciones de proteínas 
en el intervalo de pH de 5,5-6,5 y 4,0-5,5, respectivamente. El grupo imidazol de la histidina tiene un pKa = 6,0 y el 
grupo carboxilo de la cadena lateral del ácido glutámico tiene un pKa de 4,3 lo que hace que sean adecuados para 
tamponar en sus respectivos intervalos de pH. El acetato, el tampón más comúnmente usado en el intervalo de pH 
ácido de 4,0-5,5, se sublima durante la liofilización y por tanto no debe usarse en formulaciones secadas por 40 
congelación. El ácido glutámico es particularmente útil en tales casos (por ejemplo, Stemgen®). La histidina se 
encuentra comúnmente en formulaciones de proteínas comercializadas (por ejemplo, Xolair®, Herceptin®, 
Recombinate®). Proporciona una buena alternativa al citrato, un tampón que se sabe que produce escozor tras la 
inyección. Resulta interesante que también se ha notificado que la histidina tiene un efecto de estabilización sobre 
ABX-IL8 (un anticuerpo IgG2) con respecto a la agregación cuando se usa a altas concentraciones en 45 
presentaciones tanto líquidas como liofilizadas (Chen B, et al., Pharm Res., 20(12): 1952-60 (2003)). También se 
observó que la histidina (hasta 60 mM) reducía la viscosidad de una formulación de alta concentración de este 
anticuerpo. Sin embargo, en el mismo estudio, los autores observaron un aumento de la agregación y alteración del 
color en formulaciones que contenían histidina durante estudios de congelación-descongelación del anticuerpo en 
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recipientes de acero inoxidable. Los autores atribuyeron esto a un efecto de iones de hierro lixiviados de la corrosión 
de recipientes de acero. Otro punto de advertencia con la histidina es que experimenta fotooxidación en presencia 
de iones de metales (Tomita M, et al., Biochemistry, 8(12): 5149-60 (1969)). El uso de metionina como antioxidante 
en formulaciones parece prometedor; se ha observado que es eficaz frente a varios estreses oxidativos (Lam XM, et 
al., J Pharm Sci., 86(11): 1250- 5 (1997)). 5 

Se ha mostrado que los aminoácidos glicina, prolina, serina y alanina estabilizan proteínas mediante el mecanismo 
de exclusión preferencial. La glicina también es un agente de carga comúnmente usado en formulaciones liofilizadas 
(por ejemplo, Neumega®, Genotropin®, Humatrope®). Se separa por cristalización de la fase amorfa congelada 
dando a la torta estructura y volumen. Se ha mostrado que la arginina es un agente eficaz en la inhibición de la 
agregación y se ha usado en formulaciones tanto líquidas como liofilizadas (por ejemplo, Activase®, Avonex®, 10 
Enbrel® líquido). Además, la eficacia potenciada del replegamiento de determinadas proteínas en presencia de 
arginina se ha atribuido a su supresión de la reacción de agregación de competencia durante el replegamiento. 

Antioxidantes 

La oxidación de residuos de proteínas surge de varias fuentes diferentes. Más allá de la adición de antioxidantes 
específicos, la prevención del daño oxidativo de proteínas implica el control cuidadoso de varios factores a lo largo 15 
de todo el procedimiento de fabricación y el almacenamiento del producto tal como oxígeno atmosférico, 
temperatura, exposición a la luz y contaminación química. Los antioxidantes farmacéuticos más comúnmente 
usados son agentes reductores, eliminadores de radicales libres/oxígeno, o agentes quelantes. Los antioxidantes en 
formulaciones de proteínas terapéuticas deben ser solubles en agua y permanecer activos a lo largo de toda la vida 
útil de almacenamiento del producto. Los agentes reductores y eliminadores de radicales libres/oxígeno funcionan 20 
mediante ablación de especies activas de oxígeno en disolución. Los agentes quelantes tales como EDTA pueden 
ser eficaces mediante unión a contaminantes de metales traza que fomentan la formación de radicales libres. Por 
ejemplo, se usó EDTA en la formulación líquida de factor de crecimiento de fibroblastos ácido para inhibir la 
oxidación catalizada por iones de metales de residuos de cisteína. Se ha usado EDTA en productos comercializados 
tales como Kineret® y Ontak®. 25 

Además de la evaluación de la eficacia de diversos excipientes en la prevención de la oxidación de proteínas, los 
científicos de formulación deben ser conscientes de la posibilidad de que los propios antioxidantes induzcan otros 
cambios covalentes o físicos en la proteína. Se han notificado varios de tales casos en la bibliografía. Los agentes 
reductores (tales como glutatión) pueden provocar alteración de enlaces disulfuro intramoleculares, lo cual puede 
conducir a intercambio de enlaces disulfuro. En presencia de iones de metales de transición, se ha mostrado que 30 
ácido ascórbico y EDTA fomentan la oxidación de metionina en varias proteínas y péptidos (Akers MJ, y Defelippis 
MR. Peptides and Proteins as Parenteral solutions. En: Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and 
Proteins. Sven Frokjaer, Lars Hovgaard, editores. Pharmaceutical Science. Tailor y Francis, R.U. (1999)); Fransson 
J.R., J. Pharm. Sci. 86(9): 4046-1050 (1997); Yin J, et al., Pharm Res., 21(12): 2377-83 (2004)). Se ha notificado que 
el tiosulfato de sodio reduce los niveles de oxidación de metionina inducida por luz y temperatura en rhuMab HER2; 35 
sin embargo, también se notificó la formación de un aducto de tiosulfato-proteína en este estudio (Lam XM, Yang JY, 
et al., J Pharm Sci. 86(11): 1250-5 (1997)). La selección de un antioxidante apropiado se realiza según los estreses 
y las sensibilidades específicos de la proteína. 

Iones de metales  

En general, no se desean iones de metales de transición en formulaciones de proteínas porque pueden catalizar 40 
reacciones de degradación físicas y químicas en proteínas. Sin embargo, se incluyen iones de metales específicos 
en formulaciones cuando son cofactores para proteínas y en formulaciones de proteínas en suspensión en las que 
forman complejos de coordinación (por ejemplo, suspensión con zinc de insulina). Recientemente, se ha propuesto 
el uso de iones de magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerización de ácido aspártico para dar ácido 
isoaspártico (documento WO 2004039337). 45 

Dos ejemplos en los que iones de metales confieren estabilidad o actividad aumentada en proteínas son 
desoxirribonucleasa humana (ADNasarh, Pulmozyme®), y factor VIll. En el caso de ADNasarh, iones Ca+2 (hasta 
100 mM) aumentaron la estabilidad de la enzima mediante un sitio de unión específica (Chen B, et al., J Pharm Sci., 
88(4): 477-82 (1999)). De hecho, la eliminación de iones de calcio de la la disolución con EGTA provocó un aumento 
de la desamidación y la agregación. Sin embargo, este efecto sólo se observó con iones Ca+2; se observó que otros 50 
cationes divalentes (Mg+2, Mn+2 y Zn+2) desestabilizaban la ADNasarh. Se observaron efectos similares en el factor 
VIII. Los iones Ca+2 y Sr+2 estabilizaron la proteína mientras que otros como Mg+2, Mn+2 y Zn+2, Cu+2 y Fe+2 
desestabilizaron la enzima (Fatouros, A., et al., Int. J. Pharm., 155, 121-131 (1997). En un estudio separado con 
factor VIll, se observó un aumento significativo de la velocidad de agregación en presencia de iones Al+3 (Derrick TS, 
et al., J. Pharm. Sci., 93(10): 2549-57 (2004)). Los autores observan que otros excipientes tales como sales de 55 
tampón están con frecuencia contaminados con iones Al+3 e ilustran la necesidad de usar excipientes de calidad 
apropiada en productos formulados. 

Conservantes  

E07775901
19-10-2016ES 2 599 318 T3

 



26 

Los conservantes son necesarios cuando se desarrollan formulaciones parenterales de múltiples usos que implican 
más de una extracción del mismo recipiente. Su principal función es inhibir el crecimiento microbiano y garantizar la 
esterilidad del producto a lo largo de toda la vida útil de almacenamiento o periodo de uso del producto terminado. 
Los conservantes comúnmente usados incluyen alcohol bencílico, fenol y m-cresol. Aunque los conservantes tienen 
una larga historia de uso, el desarrollo de formulaciones de proteínas que incluyen conservantes puede presentar un 5 
desafío. Los conservantes casi siempre tienen un efecto desestabilizante (agregación) sobre las proteínas, y esto se 
ha convertido en un factor principal en la limitación de su uso en formulaciones de proteínas de múltiples dosis (Roy 
S, et al., J Pharm Sci., 94(2): 382- 96 (2005)). 

Hasta la fecha, la mayoría de los fármacos de proteínas se han formulado únicamente para un solo uso. Sin 
embargo, cuando son posibles formulaciones de múltiples dosis, tienen la ventaja añadida de permitir conveniencia 10 
para el paciente y aumentar la comerciabilidad. Un buen ejemplo es el de la hormona del crecimiento humana (hGH) 
en la que el desarrollo de formulaciones con conservantes ha conducido a la comercialización de presentaciones en 
pluma para inyección de múltiples usos más convenientes. Actualmente hay al menos cuatro de tales dispositivos de 
pluma que contienen formulaciones de hGH con conservantes disponibles en el mercado. Norditropin® (líquido, 
Novo Nordisk), Nutropin AQ® (líquido, Genentech) y Genotropin (liofilizado, cartucho de cámara doble, Pharmacia & 15 
Upjohn) contienen fenol mientras que Somatrope® (Eli Lilly) se formula con m-cresol. 

Se necesita tener en cuenta varios aspectos durante el desarrollo de la formulación de formas de dosificación con 
conservantes. La concentración eficaz de conservante en el producto terminado debe optimizarse. Esto requiere 
someter a prueba un conservante dado en la forma de dosificación con intervalos de concentración que confieren 
eficacia antimicrobiana sin poner en peligro la estabilidad de la proteína. Por ejemplo, se examinaron 20 
satisfactoriamente tres conservantes en el desarrollo de una formulación líquida para receptor de interleucina 1 (tipo 
I), usando calorimetría diferencial de barrido (DSC). Se clasificaron los conservantes en orden basándose en su 
impacto sobre la estabilidad a concentraciones comúnmente usadas en productos comercializados (Remmele RL 
Jr., et al., Pharm. Res., 15(2): 200-8 (1998)). 

Tal como podía esperarse, el desarrollo de formulaciones líquidas que contienen conservantes es más difícil que el 25 
de formulaciones liofilizadas. Los productos secados por congelación pueden liofilizarse sin el conservante y 
reconstituirse con un diluyente que contiene conservante en el momento de uso. Esto acorta el tiempo durante el 
cual un conservante está en contacto con la proteína minimizando significativamente los riesgos de estabilidad 
asociados. Con formulaciones líquidas, la eficacia y la estabilidad del conservante tienen que mantenerse a lo largo 
de toda la vida útil de almacenamiento del producto (~18-24 meses). Un punto importante a observar es que tiene 30 
que demostrarse eficacia del conservante en la formulación final que contiene el fármaco activo y todos los 
componentes excipientes. 

Algunos conservantes pueden provocar reacciones en el sitio de la inyección, lo cual es otro factor que se necesita 
tener en cuenta cuando se elige un conservante. En ensayos clínicos que se centran en la evaluación de 
conservantes y tampones en Norditropin, se observó que la percepción de dolor era inferior en formulaciones que 35 
contenían fenol y alcohol bencílico en comparación con una formulación que contenía m-cresol (Kappelgaard A.M., 
Horm Res. 62 Sup. 3:98-103 (2004)). Resulta interesante que, entre los conservantes comúnmente usados, el 
alcohol bencílico presenta propiedades anestésicas (Minogue SC, y Sun DA., Anesth Analg., 100(3): 683-6 (2005)). 

Dadas las enseñanzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabrán qué 
cantidad o intervalo de excipiente puede incluirse en cualquier formulación particular para obtener una formulación 40 
biofarmacéutica de la invención que fomenta la retención de la estabilidad del producto biofarmacéutico. Por 
ejemplo, la cantidad y el tipo de una sal que va a incluirse en una formulación biofarmacéutica de la invención 
pueden seleccionarse basándose en la osmolalidad deseada (es decir, isotónica, hipotónica o hipertónica) de la 
disolución final así como las cantidades y osmolalidad de otros componentes que van a incluirse en la formulación. 
De manera similar, mostrando a modo de ejemplo con referencia al tipo de poliol o azúcar incluido en una 45 
formulación, la cantidad de un excipiente de este tipo dependerá de su osmolalidad. 

A modo de ejemplo, la inclusión de sorbitol a aproximadamente el 5% puede lograr isotonicidad mientras que se 
necesita aproximadamente el 9% de un excipiente de sacarosa para lograr isotonicidad. La selección de la cantidad 
o el intervalo de concentraciones de uno o más excipientes que pueden incluirse dentro de una formulación 
biofarmacéutica de la invención se ha mostrado a modo de ejemplo anteriormente mediante referencia a sales, 50 
polioles y azúcares. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderán que las consideraciones descritas en el 
presente documento y mostradas adicionalmente a modo de ejemplo mediante referencia a excipientes específicos 
pueden aplicarse igualmente a todos los tipos y combinaciones de excipientes incluyendo, por ejemplo, sales, 
aminoácidos, otros agentes de tonicidad, tensioactivos, estabilizadores, agentes de carga, crioprotectores, 
lioprotectores, antioxidantes, iones de metales, agentes quelantes y/o conservantes. 55 

Además, cuando se notifica un excipiente particular en una formulación, por ejemplo, mediante el porcentaje (%) p/v, 
los expertos en la técnica reconocerán que también se contempla la concentración molar equivalente de ese 
excipiente. 

Evidentemente, un experto habitual en la técnica reconocerá que las concentraciones de los excipientes 
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mencionados anteriormente comparten una interdependencia dentro de una formulación particular. A modo de 
ejemplo, la concentración de un agente de carga puede reducirse cuando, por ejemplo, hay una alta concentración 
de proteína/péptido o cuando, por ejemplo, hay una alta concentración de agente estabilizante. Además, un experto 
habitual en la técnica reconocerá que, con el fin de mantener la isotonicidad de una formulación particular en la que 
no hay ningún agente de carga, la concentración de un agente estabilizante se ajustará en consecuencia (es decir, 5 
se usará una cantidad “tonificante” de estabilizador).  

Las composiciones son estables durante al menos dos años a de 2ºC a 8ºC en el estado liofilizado. Esta estabilidad 
a largo plazo es beneficiosa para prolongar la vida útil de almacenamiento del producto farmacéutico. 

Métodos de preparación  

La presente invención contempla además métodos para la preparación de formulaciones de proteínas terapéuticas. 10 
En particular métodos para preparar una formulación de pepticuerpos terapéuticos liofilizados que comprende la 
etapa de liofilizar una composición de pepticuerpos terapéuticos en un tampón que comprende un agente 
tamponante, un agente de carga, un agente estabilizante y un tensioactivo.  

Los presentes métodos comprenden una o más de las siguientes etapas: añadir un agente estabilizante a dicha 
mezcla antes de la liofilización, añadir al menos un agente seleccionado de un agente de carga, un agente regulador 15 
de la osmolaridad y un tensioactivo a dicha mezcla antes de la liofilización. A menos que se especifique en las 
reivindicaciones, el agente de carga puede ser cualquier agente de carga descrito en el presente documento. En un 
aspecto, el agente de carga es manitol. En la presente invención, el agente estabilizante es sacarosa. A menos que 
se especifique en las reivindicaciones, el tensioactivo puede ser cualquier tensioactivo descrito en el presente 
documento. En una realización, el tensioactivo es polisorbato 20. 20 

La práctica de reconstitución convencional para material liofilizado es añadir de nuevo un volumen de agua pura o 
agua estéril para inyección (WFI) (normalmente equivalente al volumen eliminado durante la liofilización), aunque 
algunas veces se usan disoluciones diluidas de agentes antibacterianos en la producción de productos 
farmacéuticos para administración parenteral [Chen, Drug Development and Industrial Pharmacy, 18:1311-1354 
(1992)]. Por consiguiente, se proporcionan métodos para la preparación de pepticuerpos terapéuticos reconstituidos 25 
que comprenden la etapa de añadir un diluyente a una composición de pepticuerpos terapéuticos liofilizada de la 
invención. 

La composición de pepticuerpos terapéuticos liofilizada puede reconstituirse como una disolución acuosa. Una 
variedad de portadores acuosos, por ejemplo, agua estéril para inyección, agua con conservantes para uso de 
múltiples dosis, o agua con cantidades apropiadas de tensioactivos (por ejemplo, polisorbato 20), solución salina al 30 
0,4%, glicina al 0,3%, o suspensiones acuosas pueden contener el compuesto activo en mezcla con excipientes 
adecuados para la producción de suspensiones acuosas. En diversos aspectos, tales excipientes son agentes de 
suspensión, por ejemplo carboximetilcelulosa sódica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, 
polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arábiga; agentes de dispersión o humectación pueden ser fosfátido que 
se produce de manera natural, por ejemplo lecitina, o productos de condensación de un óxido de alquileno con 35 
ácidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensación de óxido de etileno con 
alcoholes alifáticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensación de óxido 
de etileno con ésteres parciales derivados de ácidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilen-
sorbitol, o productos de condensación de óxido de etileno con ésteres parciales derivados de ácidos grasos y 
anhídridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polietilen-sorbitano. Las suspensiones acuosas también pueden 40 
contener uno o más conservantes, por ejemplo p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo. 

Para administrar composiciones a seres humanos o animales de prueba, en un aspecto, las composiciones 
comprenden uno o más portadores farmacéuticamente aceptables. Las frases “farmacéuticamente” o 
“farmacológicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composiciones que son estables, inhiben la 
degradación de proteínas tal como productos de agregación y escisión, y además no producen alergias ni otras 45 
reacciones adversas cuando se administran usando vías bien conocidas en la técnica, tal como se describe a 
continuación. Los “portadores farmacéuticamente aceptables” incluyen todos y cada uno de los disolventes 
clínicamente útiles, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos 
y de retraso de la absorción y similares, incluyendo los agentes dados a conocer anteriormente. 

Las composiciones de pepticuerpos terapéuticos pueden administrarse por vía oral, tópica, transdérmica, parenteral, 50 
mediante pulverización de inhalación, vaginal, rectal o mediante inyección intracraneal. El término parenteral tal 
como se usa en el presente documento incluye inyecciones subcutáneas, técnicas de infusión o inyección 
intravenosa, intramuscular, intracisternal. También se contempla la administración mediante inyección intravenosa, 
intradérmica, intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar y/o implantación 
quirúrgica en un sitio particular. Generalmente, las composiciones están esencialmente libres de pirógenos, así 55 
como otras impurezas que pueden ser perjudiciales para el receptor. 

Pueden llevarse a cabo administraciones individuales o múltiples de las composiciones con los el patrón y niveles de 
dosis que selecciona el médico encargado. Para la prevención o el tratamiento de una enfermedad, la dosificación 
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apropiada dependerá del tipo de enfermedad que va a tratarse, tal como se definió anteriormente, la intensidad y el 
transcurso de la enfermedad, si el fármaco se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia anterior, la 
historia clínica y la respuesta del paciente al fármaco, y el criterio del médico encargado. 

Kits  

Como aspecto adicional, la invención contempla kits que comprenden uno o más compuestos o composiciones 5 
liofilizados envasados de una manera que facilita su uso para administración a sujetos. En un aspecto, un kit de este 
tipo incluye un compuesto o una composición descrito en el presente documento (por ejemplo, una composición que 
comprende una proteína o péptido terapéutico), envasado en un recipiente tal como un frasco o envase sellado, con 
una etiqueta fijada al recipiente o incluida en el envase que describe el uso del compuesto o la composición al poner 
en práctica el método. En un aspecto, el kit contiene un primer recipiente que tiene una composición de proteínas o 10 
péptidos terapéuticos liofilizada y un segundo recipiente que tiene una disolución de reconstitución fisiológicamente 
aceptable para la composición liofilizada. En un aspecto, el compuesto o la composición se envasa en una forma de 
dosificación unitaria. El kit puede incluir además un dispositivo adecuado para administrar la composición según una 
vía de administración específica. Preferiblemente, el kit contiene una etiqueta que describe el uso de la composición 
de proteínas o péptidos terapéuticos. 15 

Dosificaciones  

El régimen de dosificación implicado en el tratamiento de un estado descrito en el presente documento lo 
determinará el médico encargado, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la acción de fármacos, por 
ejemplo la edad, estado, peso corporal, sexo y dieta del paciente, la intensidad de cualquier infección, el momento 
de administración y otros factores clínicos. En diversos aspectos, el régimen diario está en el intervalo de 0,1-20 
1000 µg de una preparación por kilogramo de peso corporal (calculando la masa de la proteína sola, sin modificación 
química) o de 0,1-150 µg/kg. En algunos aspectos, la dosis puede superar 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg. 

Las preparaciones de la invención pueden administrarse mediante un bolo inicial seguido por una infusión continua 
para mantener niveles circulantes terapéuticos de producto terminado. Como otro ejemplo, el compuesto de la 
invención puede administrarse como una dosis de una vez. Los expertos habituales en la técnica optimizarán 25 
fácilmente las dosificaciones eficaces y los regímenes de administración tal como se determina mediante la buena 
práctica médica y el estado clínico del paciente individual. La frecuencia de dosificación dependerá de los 
parámetros farmacocinéticos de los agentes y la vía de administración. La formulación farmacéutica óptima la 
determinará un experto en la técnica dependiendo de la vía de administración y la dosificación deseada. Véase, por 
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18ª ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) páginas 30 
1435-1712. Tales formulaciones pueden influir en el estado físico, estabilidad, velocidad de liberación in vivo, y 
velocidad de aclaramiento in vivo de los agentes administrados. Dependiendo de la vía de administración, puede 
calcularse una dosis adecuada según el peso corporal, el área superficial corporal o el tamaño de órganos. El 
refinamiento adicional de los cálculos necesarios para determinar la dosificación apropiada para el tratamiento que 
implica cada una de las formulaciones mencionadas anteriormente lo realizan de manera rutinaria los expertos 35 
habituales en la técnica sin experimentación excesiva, especialmente a la vista de la información sobre la 
dosificación y los ensayos dados a conocer en el presente documento, así como los datos farmacocinéticos 
observados en los ensayos clínicos con seres humanos comentados anteriormente. Las dosificaciones apropiadas 
pueden determinarse mediante el uso de ensayos establecidos para determinar dosificaciones de nivel en sangre 
junto con datos de respuesta a la dosis apropiados. El régimen de dosificación final lo determinará el médico 40 
encargado, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la acción de fármacos, por ejemplo la actividad 
específica del fármaco, la intensidad del daño y la capacidad de respuesta del paciente, la edad, estado, peso 
corporal, sexo y dieta del paciente, la intensidad de cualquier infección, momento de administración y otros factores 
clínicos. A medida que se realicen estudios, surgirá información adicional referente a los niveles de dosificación 
apropiados y la duración de tratamiento para diversas enfermedades y estados. 45 

Estructura de compuestos 

En general, en preparaciones según la invención, un péptido se une a un vehículo a través del extremo N-terminal 
del péptido, el extremo C-terminal del péptido, o ambos, y la estructura resultante puede modificarse adicionalmente 
con un WSP unido covalentemente que se une al vehículo en el producto de vehículo-péptido. Por tanto, las 
moléculas de pepticuerpo terapéutico de esta invención pueden describirse mediante la siguiente fórmula I:  50 

I      [(X1)a-F
1-(X2)b]-(L

1)c-WSPd 

en la que:  

F1 es un vehículo;  

X1 se selecciona de  

P1-(L2)e- 55 
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P2-(L3)f-P
1-(L2)e-  

P3-(L4)g-P
2-(L3)f-P

1-(L2)e- y  

P4-(L5)h-P
3-(L4)g-P

2-(L3)f-P
1-(L2)e-  

X2 se selecciona de:  

-(L2)e-P
1,  5 

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2,  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3, y  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3-(L5)h-P

4  

en la que P1, P2, P3 y P4 son cada uno secuencias independientes de péptidos farmacológicamente activos;  

L1, L2, L3, L4 y L5 son cada uno independientemente grupos de unión;  10 

a, b, c, e, f, g y h son cada uno independientemente 0 ó 1, con la condición de que al menos uno de a y b sea 1;  

d es 0, 1 o mayor de 1; y  

WSP es un polímero soluble en agua, cuya unión se realiza en cualquier resto reactivo en F1. 

Por tanto, el compuesto I comprende compuestos de las fórmulas  

II    [X1-F1]-(L1)c-WSPd 15 

incluyendo multímeros de la misma, en la que F1 es un dominio Fc y se une en el extremo C-terminal de X1, y uno o 
más WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1;  

III     [F1-X2]-(L1)c-WSPd  

incluyendo multímeros de la misma, en la que F1 es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de X2, y uno o 
más WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1;  20 

IV     [F1-(L1)e-P
1]-(L1)c-WSPd  

incluyendo multímeros de la misma, en la que F1 es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de -(L1)c-P
1 y 

uno o más WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1; y  

V     [F1-(L1)e-P
1-(L2)f-P

2]-(L1)c-WSPd 

incluyendo multímeros de la misma, en la que F1 es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de -L1-P1-L2-P2 25 
y uno o más WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

En una realización, F1 es un dominio Fc y se une o bien al extremo N-terminal o bien al extremo C-terminal de un 
péptido. En una realización relacionada, Fc se une para dar un formato dimérico tal como se describe en el presente 
documento al que se unen 2 (o más) péptidos. Los péptidos pueden ser homodiméricos (es decir, la misma 
secuencia de aminoácidos) o heterodinámicos (es decir, diferentes secuencias de aminoácidos que se unen a la 30 
misma diana o que se unen a dianas diferentes). 

En otra realización, se proporcionan bucles de Fc que comprenden un(os) péptido(s). Los bucles de Fc que 
comprenden un(os) péptido(s) se preparan en un procedimiento en el que al menos un péptido biológicamente activo 
se incorpora como secuencia interna en un dominio Fc. Una secuencia interna de este tipo puede añadirse mediante 
inserción (es decir, entre aminoácidos en el dominio Fc anteriormente existente) o mediante sustitución de 35 
aminoácidos en el dominio Fc anteriormente existente (es decir, eliminando aminoácidos en el dominio Fc 
anteriormente existente y añadiendo aminoácidos peptídicos). En este último caso, no se necesita que el número de 
aminoácidos peptídicos añadidos corresponda con el número de aminoácidos eliminados del dominio Fc 
anteriormente existente. Por ejemplo, en un aspecto, se proporciona una molécula en la que se eliminan 10 
aminoácidos y se añaden 15 aminoácidos. Se preparan compuestos farmacológicamente activos proporcionados 40 
mediante un procedimiento que comprende: a) seleccionar al menos un péptido que modula la actividad de una 
proteína de interés; y b) preparar un agente farmacológico que comprende una secuencia de aminoácidos del 
péptido seleccionado como secuencia interna de un dominio Fc. Este procedimiento puede emplearse para modificar 
un dominio Fc que ya está unido a través de un extremo N-terminal o C-terminal o cadena lateral a un péptido, por 
ejemplo, tal como se describe en las solicitudes de patente estadounidense n.os 2003/0195156, 2003/0176352, 45 
2003/0229023 y 2003/0236193, y las publicaciones internacionales números WO 00/24770 y WO 04/026329. El 
procedimiento descrito en la publicación de solicitud de patente estadounidense n.º US2006/0140934 también puede 
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emplearse para modificar un dominio Fc que es parte de un anticuerpo. De esta manera, pueden producirse 
diferentes moléculas que tienen funcionalidades adicionales, tales como un dominio de unión a un epítopo diferente 
o un dominio de unión adicional al epítopo existente de la molécula precursora. Las moléculas que comprenden una 
secuencia peptídica interna también se denominan “pepticuerpos internos de Fc” o “moléculas peptídicas internas de 
Fc”. 5 

Las moléculas peptídicas internas de Fc pueden incluir más de una secuencia peptídica en tándem en una región 
interna particular, y pueden incluir péptidos adicionales en otras regiones internas. Aunque se prefieren regiones de 
bucle supuestas, las inserciones en cualquier otro dominio no terminal de Fc también se consideran parte de esta 
invención. Esta invención también abarca variantes y derivados de los compuestos anteriores (descritos a 
continuación). 10 

Los compuestos de esta invención pueden prepararse mediante métodos de síntesis convencionales, técnicas de 
ADN recombinante, o cualquier otro método de preparación de péptidos y proteínas de fusión. 

Un uso contemplado para moléculas peptídicas internas de Fc es como agente terapéutico o profiláctico. Un péptido 
seleccionado puede tener actividad comparable a (o incluso mayor que) la del ligando natural al que imita el péptido. 
Además, determinados agentes terapéuticos basados en ligandos naturales pueden inducir anticuerpos contra el 15 
propio ligando endógeno del paciente. En cambio, la secuencia única del péptido unido a vehículo evita este 
inconveniente al tener poca o normalmente ninguna identidad de secuencia con el ligando natural. Además, los 
pepticuerpos internos de Fc pueden tener ventajas en el replegamiento y la purificación con respecto a moléculas de 
Fc unidas en el extremo N-terminal o C-terminal. De manera todavía más adicional, los pepticuerpos internos de Fc 
pueden ser más estables tanto termodinámicamente, debido a la estabilización de dominios quiméricos, como 20 
químicamente, debido a la resistencia aumentada frente a la degradación proteolígica por amino y carboxi-
peptidasas. Los pepticuerpos internos de Fc también pueden mostrar propiedades farmacocinéticas mejoradas. 

Péptidos. Puede usarse cualquier número de péptidos junto con la presente invención. Resultan de particular interés 
los péptidos que imitan la actividad de EPO, TPO, hormona del crecimiento, G-CSF, GM-CSF, IL-1ra, CTLA4, 
TRAIL, TNF, VEGF, MMP, miostatina, integrina, OPG, OPG-L, NGF, TALL-1, pareja(s) de unión a Ang-2, TGF-α, y 25 
TGF-β. También resultan de interés los antagonistas peptídicos, particularmente los antagonistas de la actividad de 
TNF, cualquiera de las interleucinas (IL-1, 2, 3,...), y proteínas implicadas en la activación del complemento (por 
ejemplo, C3b). También resultan de interés los péptidos de direccionamiento, incluyendo péptidos de 
direccionamiento al tumor, péptidos de transporte a través de la membrana y similares. Todas estas clases de 
péptidos pueden descubrirse mediante métodos descritos en las referencias citadas en esta memoria descriptiva y 30 
otras referencias. 

La presentación en fagos, en particular, es útil en la generación de péptidos para su uso en la presente invención. 
Se ha mencionado que la selección por afinidad a partir de bibliotecas de péptidos aleatorios puede usarse para 
identificar ligandos peptídicos para cualquier sitio de cualquier producto génico. Dedman et al. (1993), J. Biol. Chem. 
268: 23025-30. La presentación en fagos es particularmente adecuada para identificar péptidos que se unen a 35 
proteínas de interés tales como receptores de superficie celular o cualquier proteína que tiene epítopos lineales. 
Wilson et al. (1998), Can. J. Microbiol. 44: 313-29; Kay et al. (1998), Drug Disc. Today 3: 370-8. Tales proteínas se 
revisan de manera extensa en Herz et al. (1997), J. Receptor & Signal Transduction Res. 17(5): 671-776. Tales 
proteínas de interés se prefieren para su uso en esta invención. 

A modo de ejemplo y sin limitación, se proporciona un grupo de péptidos que se unen a receptores de citocinas. 40 
Recientemente se han clasificado las citocinas según su código de receptor. Véase Inglot (1997), Archivum 
Immunologiae et Therapiae Experimentalis 45: 353-7. Entre estos receptores se encuentran los CKR (familia I en la 
tabla 3). La clasificación de receptor aparece en la tabla 3. 

Tabla 3 – Receptores de citocinas clasificados mediante código de receptor  

Citocinas (ligandos) Tipo de receptor 
familia subfamilia familia subfamilia 

I. Citocinas 
hematopoyéticas 

1. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-
13, IL-15 
2. IL-3, IL-5, GM-CSF 
3. IL-6, IL-11, IL-12, LIF, 
OSM, CNTF, leptina (OB) 
4. G-CSF, EPO, TPO, 
PRL, GH 
5. IL-17, HVS-IL-17 

I. R de citocinas (CKR) 1. γCr compartido, IL-9R, 
IL-4R 
2. GP 14 βR compartido 
3. RP 130 compartido, IL-
6R, R de leptina 
4. R “monocatenario”, 
GCSF-R, TPO-R, GH-R 
5. otros R2 

                                                 
1 IL-17R pertenece a la familia de CKR, pero no se asigna a las 4 subfamilias indicadas 
2 Otros subtipos de IFN tipo I siguen sin asignar. Las citocinas hematopoyéticas, ligandos de IL-10 e interferones no 
presentan proteínas cinasas intrínsecas funcionales. Las moléculas de señalización para las citocinas son JAK, 
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II. Ligandos de IL-10 IL-10, BCRF-1, HSV-IL-10 II. IL-10R  
III. Interferones 1. IFN-α1, α2, α4, m, t, 

IFN-β3 
2. IFN-γ 

III. R de interferón 1. IFNAR 
2. IFNGR 

IV. IL-1 y ligandos de tipo 
IL-1  

1. IL-1α, IL-1β, IL-1Ra 
2. IL-18, IL-18BP 

IV. IL-1R 1. IL-1R, IL-1RAcP 
2. IL-18R, IL-18RAcP 

V. Familia de TNF 1. TNF-α, TNF-β (LT), 
FASL, CD40L, CD30L, 
CD27L, OX40L, OPGL, 
TRAIL, APRIL, AGP-3, 
BLys, TL5, Ntn-2, KAY, 
neutrocina α 

3. R de NGF/TNF4 TNF-RI, AGP-3R, DR4, 
DR5, OX40, OPG, TACI, 
CD40, FAS, ODR 

VI. Quimiocinas 1. Quimiocinas α: 
IL-8, GRO α, β, γ, IF-10, 
PF-4, SDF-1 
2. Quimiocinas β: 
MIP1α, MIP1β, MCP-
1,2,3,4, RANTES, 
eotaxina 
3. Quimiocinas γ: 
linfotactina 

4. R de quimiocinas 1. CXCR 
2. CCR 
3. CR 
4. DARC5 

VII. Factores de crecimiento 1.1 SCF, M-CSF, PDGF-
AA, AB, BB, KDR, FLT-1, 
FLT-3L, VEGF, SSV-
PDGF, HGF, SF  
1.2 FGKα, FGFβ 
1.3 EGF, TGF-α, VV-F19 
(de tipo EGF) 
1.4 IGF-I, IGF-II, Insulina 
1.5 NGF, BDNF, NT-3, 
NT-46 
2. TGF-β1, β2, β3 

VII. RKF 1. Subfamilia de TK 
1.1 IgTK III R, VEGF-RI, 
VEGF-RII 
1.2 IgTK IV R 
1.3 TK-I rico en cisteína 
1.4 TK-II, IGF-RI ricos en 
cisteína 
1.5 TK V nudo de cisteína 
2. Subfamilia de serina-
treonina cinasa (STKS)7 

 

Otras proteínas de interés como objetivos para la generación de péptidos en la presente invención incluyen las 
siguientes: 

αvβ3 

αvβ1 5 

Ang-2 

B7 

B7RP1 

CRP1 

Calcitonina 10 

                                                                                                                                                             

STAT y moléculas distintas de receptor relacionadas. Se han clonado IL-14, IL-16 e IL-18 pero según el código de 
receptor siguen sin asignar. 
3 Los receptores de TNF usan múltiples moléculas intracelulares diferenciadas para la transducción de señales 
incluyendo “dominio de muerte” de FAS R y TNF-□R de 55 kDa que participa en sus efectos citotóxicos. R de 
NGF/TNF puede unirse tanto a NGF como a factores relacionados así como a ligandos de TNF. Los receptores de 
quimiocinas son siete receptores de dominio transmembrana (7TM, serpentina). Están acoplados a proteína G. 
4 El antígeno del grupo sanguíneo Duffy (DARC) es un receptor de eritrocitos que puede unirse a diversas 
quimiocinas. IL-1R pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas pero sus característicos de acontecimientos de 
transducción de señales siguen sin estar claros. 
5 Las citocinas neurotróficas también pueden asociarse con receptores de NGF/TNF. 
6
 STKS pueden abarcar muchos otros factores relacionados con TGF-β que permanecen no asignados. Las 

proteínas cinasas son una parte intrínseca del dominio intracelular de la familia de receptores cinasas. Las enzimas 
participan en la transmisión de señales a través de los receptores. 
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CD28 

CETP 

cMet 

Factor de complemento B 

C4b 5 

CTLA4 

Glucagón 

Receptor de glucagón 

LIPG 

MPL 10 

Variantes de corte y empalme de moléculas preferiblemente expresadas en células tumorales; por ejemplo, CD44, 
CD30, variantes no glicosiladas de mucina y glicoproteínas de superficie Y de Lewis  

CD19, CD20, CD33, CD45  

Antígeno prostático específico de membrana y antígeno prostático específico de célula  

Metaloproteinasas de matriz (MMP), tanto secretadas como unidas a membrana (por ejemplo, MMP-9)  15 

Catepsinas 

Receptor de TIE-2 

Heparanasa 

Activador del plasminógeno urocinasa (UPA), receptor de UPA  

Hormona paratiroidea (PTH), proteína relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), PTH-RI, PTHRII  20 

Her2 

Her3  

Insulina 

Miostatina  

TALL-1  25 

Factor de crecimiento nervioso  

Integrinas y receptores  

Selectinas y receptores de las mismas 

Moléculas de adhesión celular y receptores de las mismas 

Ejemplos de péptidos aparecen en las tablas 4 a 38 a continuación. Estos péptidos pueden prepararse por cualquier 30 
método dado a conocer en la técnica, muchos de los cuales se describen en el presente documento. En la mayoría 
de las siguientes tablas, se usan abreviaciones de aminoácidos de una única letra. La “X” en estas secuencias (y a 
lo largo de esta memoria descriptiva, a no ser que se especifique lo contrario en una instancia particular) significa 
que cualquiera de los 20 residuos de aminoácido naturales puede estar presente. Cualquiera de estos péptidos 
puede unirse en tándem (es decir, de manera secuencial), con o sin grupos de unión, y se proporcionan algunos 35 
ejemplos unidos en tándem en la tabla. Los grupos de unión están enumerados como “Λ” y pueden ser cualquiera 
de los grupos de unión descritos en el presente documento. Las repeticiones y grupos de unión en tándem se 
muestran separados por guiones por motivos de claridad. Cualquier péptido que contiene un residuo de cisteinilo 
puede reticularse con otro péptido que contiene Cys, pudiendo cualquiera de ellos o ambos unirse a un vehículo. Se 
proporcionan algunos ejemplos reticulados en la tabla. Cualquier péptido que tiene más de un residuo Cys puede 40 
formar un enlace disulfuro intrapeptídico también; véase, por ejemplo, péptidos miméticos de EPO en la tabla 5. 
Algunos ejemplos de péptidos unidos por enlaces disulfuro intrapeptídicos se especifican en la tabla. Cualquiera de 
estos péptidos puede derivatizarse tal como se describe en el presente documento, y se proporcionan algunos 
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ejemplos derivatizados en la tabla. Los péptidos derivatizados en las tablas son a modo de ejemplo más que 
limitativos, ya que los péptidos no derivatizados asociados pueden emplearse en esta invención también. Para los 
derivados en los que el extremo terminal carboxilo puede terminarse con un grupo amino, el grupo amino de 
terminación se muestra como -NH2. Para derivados en los que los residuos de aminoácido están sustituidos por 
restos diferentes de residuos de aminoácido, las sustituciones se denotan por σ, que significa cualquiera de los 5 
restos descritos en Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9 y Cuthbertson et al. (1997), J. Med. Chem. 40: 
2876-82. El sustituyente J y los sustituyentes Z (Z5, Z6c Z40) son tal como se definen en las patentes 
estadounidenses nº 5.608.035, 5.786.331, y 5.880.096. Para las secuencias miméticas de EPO (Tabla 5), los 
sustituyentes X2 a X11 y el número entero “n” son tal como se definen en el documento WO 96/40772. También para 
las secuencias miméticas de EPO, los sustituyentes Xna, X1a, X2a, X3a, X4a, X5a y Xca siguen las definiciones de Xn, X1, 10 
X2, X3, X4, X5, y Xc, respectivamente, del documento WO 99/47151. Los sustituyentes “Ψ”, “Θ” y “+” se definen en 
Sparks et al. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 1540-4. X4, X5, X6 y X7 son tal como se definen en la patente 
estadounidense nº 5,773,569, excepto que para los péptidos de unión a integrina, X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7 y X8 son 
tal como se definen en las solicitudes internacionales WO 95/14714, publicada el 1 de junio de 1995 y WO 97/08203, 
publicada el 6 de marzo de 1997; y para los péptidos miméticos de VIP, X1, X1’, X1”, X2, X3, X4, X5, X6 y Z y los 15 
números enteros m y n son tal como se definen en el documento WO 97/40070, publicada el 30 de octubre del 1997. 
Xaa y Yaa a continuación son tal como se definen en el documento WO 98/09985, publicado el 12 de marzo de 
1998. AA1, AA2, AB1, AB2, y AC son tal como se definen en la solicitud internacional WO 98/53842, publicada el 3 de 
diciembre de 1998. X1, X2, X3, y X4 en la tabla 17 solamente son tal como se definen en la solicitud europea EP 0 
911 393, publicada el 28 de abril de 1999. Los residuos que aparecen en negrita son D-aminoácidos. Todos los 20 
péptidos están unidos a través de enlaces peptídicos a no ser que se indique lo contrario. Las abreviaturas se 
enumeran al final de esta memoria descriptiva. En la columna de “SEQ ID NO.”, “NR” significa que no se requiere 
una lista de secuencia para la secuencia dada. 
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Tabla 4 – Secuencias de péptidos antagonistas de IL-1 
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Tabla 5 - Secuencias de péptidos miméticos de EPO 
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Tabla 6 – Secuencias de péptidos miméticos de TPO 
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Tabla 7 – Secuencias de péptidos miméticos de G-CSF  
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Tabla 8 – Secuencias de péptidos antagonistas de TNF  

 

Tabla 9 – Secuencias de péptidos de unión a integrina 
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Tabla 10 – Secuencias de péptidos antagonistas de selectina 
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Tabla 11 – Secuencias de péptidos antipatógenos 
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Tabla 12 – Secuencias de péptidos miméticos de VIP 
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Tabla 13 – Secuencias de péptidos antagonistas de Mdm/hdm 
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Tabla 14 – Secuencias de péptidos antagonistas de calmodulina 
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Tabla 15 – Secuencias de péptidos antagonistas de mastocitos/inhibidores de proteasa de mastocitos 
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Tabla 16 – Secuencias de péptidos antagonistas de SH3 
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Tabla 17 – Secuencias de péptidos miméticos de somatostatina o cortistatina 
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Tabla 18 – Secuencias de péptidos antagonistas de UKR 
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Tabla 19 – Secuencias de péptidos inhibidores de macrófagos y/o células T  
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Tabla 20 – Péptidos farmacológicamente activos a modo de ejemplo adicionales 
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TABLA 21 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA  
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TABLA 22 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA  
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TABLA 23 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA 
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TABLA 24 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA  
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Tabla 25 – Secuencias de péptidos antagonistas de integrina 
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Tabla 26 – Secuencias de péptidos antagonistas de selectina 
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Tabla 27 – Péptidos de unión a vinculina 

 

Tabla 28 – Secuencias de péptidos relacionados con laminina 

 

Tabla 29 – Péptidos moduladores de NGF  5 
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Tabla 30 – PÉPTIDOS MODULADORES DE TALL 
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Tabla 31 – Pepticuerpos inhibidores de TALL-1  
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TABLA 32 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2 
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TABLA 33 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2 
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TABLA 34 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2 

 

TABLA 35 – PÉPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2 

 5 
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Tabla 36 – Péptidos de unión a Ang-2 

 

Tabla 37 – Péptidos de unión a Ang-2 
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Tabla 38 – Péptidos de unión a Ang-2 
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Además de los compuestos TMP expuestos en la tabla 6, pueden usarse numerosos otros compuestos TMP en 
conjunción con la presente invención. En un aspecto, compuestos TMP comprenden la siguiente estructura general:  

TMP1-(L1)n-TMP2 

En el que TMP1 y TMP2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo de compuestos que comprende la 5 
estructura principal: 

X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10, 

En el que, 

X2 se selecciona del grupo que consiste en Glu, Asp, Lys, y Val;  

X3 se selecciona del grupo que consiste en Gly y Ala;  10 

X4 es Pro;  

X5 se selecciona del grupo que consiste en Thr y Ser;  

X6 se selecciona del grupo que consiste en Leu, Ile, Val, Ala y Phe;  
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X7 se selecciona del grupo que consiste en Arg y Lys;  

X8 se selecciona del grupo que consiste en Gln, Asn, y Glu;  

X9 se selecciona del grupo que consiste en Trp, Tyr y Phe;  

X10 se selecciona del grupo que consiste en Leu, Ile, Val, Ala, Phe, Met y Lys;  

L1 es un grupo de unión tal como se describe en el presente documento; y  5 

n es 0 ó 1;  

y sales fisiológicamente aceptables de los mismos. 

En una realización, L1 comprende (Gly)n, en el que n es de 1 a 20, y cuando n es mayor de 1, hasta la mitad de los 
residuos Gly puede sustituirse por otro aminoácido seleccionado de los restantes 19 aminoácidos naturales o un 
estereoisómero de los mismos. 10 

Además de la estructura principal X2-X10 expuesta anteriormente para TMP1 y TMP2, también son posibles otras 
estructuras relacionadas en las que se añade uno o más de los siguientes a la estructural principal TMP1 y/o TMP2: 
X1 se une al extremo N-terminal y/o X11, X12, X13 y/o X14 se unen al extremo C-terminal, en el que X1, X12, X13, y X14 
son de la siguiente manera: 

X1 se selecciona del grupo que consiste en lle, Ala, Val, Leu, Ser, y Arg;  15 

X11 se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ile, Val, Leu, Phe, Ser, Thr, Lys, His, y Glu;  

X12 se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ile, Val, Leu, Phe, Gly, Ser, y Gln;  

X13 se selecciona del grupo que consiste en Arg, Lys, Thr, Val, Asn, Gln, y Gly; y  

X14 se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ile, Val, Leu, Phe, Thr, Arg, Glu, y Gly. 

Los compuestos TMP que pueden usarse en conjunción con la presente invención se componen de, es decir, 20 
comprenden, al menos 9 subunidades (X2-X10), en el que X2-X10 comprenden la estructura principal. Las 
subunidades X2-X14 son aminoácidos independientemente seleccionados de entre los 20 aminoácidos naturales, sin 
embargo, la invención abarca compuestos en los que X2-X14 se seleccionan independientemente del grupo de 
aminoácidos no naturales atípicos bien conocidos en la técnica. Se identifican aminoácidos específicos para cada 
posición. Por ejemplo, X2 puede ser Glu, Asp, Lys, o Val. Se usan abreviaturas tanto de tres letras como de una 25 
única letra para aminoácidos en el presente documento; en cada caso, las abreviaturas son las estándares que se 
usan para los 20 aminoácidos naturales o variaciones bien conocidas de las mismas. Estos aminoácidos pueden 
tener estereoquímica L o D (excepto por Gly, que no es ni L ni D), y los TMP (así como todos los demás compuestos 
de la invención) pueden comprender una combinación de estereoquímicas. La invención también proporciona 
moléculas de TMP inversas (así como para todos los demás péptidos dados a conocer en el presente documento) 30 
en las que la secuencia del extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal de los aminoácidos está invertida. 
Por ejemplo, el inverso de una molécula que tiene la secuencia normal X1-X2-X3 sería X3-X2-X1. La invención 
también proporciona moléculas TMP retroinversas (así como para todas las demás moléculas de la invención 
descritas en el presente documento) en las que, como un TMP inverso, la secuencia del extremo amino terminal al 
extremo carboxilo terminal de aminoácidos está invertida y los residuos que normalmente son enantiómeros “L” en 35 
TMP se alteran a la forma del estereoisómero “D”. 

Ejemplos de compuestos TMP que pueden usarse en conjunción con la presente invención por tanto incluyen sin 
limitación los siguientes compuestos:  

IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 993)  

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (cíclico) (SEQ. ID NO: 994)  40 

 

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lineal) (SEQ ID NO 995) 

IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ. ID NO: 996) 

IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 997)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGK(BrAc)GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 998)  45 

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 999)  
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IEGPTLRQWLAARA-GGGK(PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1000)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGC(PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1001)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1002)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA  

 5 

IIEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1003)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1004)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1005)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (SEQ. ID NO: 1006)  

IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (SEQ. ID NO: 1007)  10 

Fc-GG-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1008)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1009) 

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (cíclico) (SEQ. ID NO: 1010)  

 

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lineal) (SEQ. ID NO: 1011)  15 

Fc-IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ. ID NO: 1012)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1013)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1014)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1015)  

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA  20 

 

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1016)  

Fc-GGGGG-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1017) 

Derivados 

La invención también contempla derivatizar la parte de péptido y/o vehículo (tal como se describe a continuación) de 25 
los compuestos. Tales derivados pueden mejorar la solubilidad, absorción, semivida biológica, y similares de los 
compuestos. Los restos pueden alternativamente eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseado de los 
compuestos y similares. Ejemplos de derivados incluyen compuestos en los que:  

1. El compuesto o alguna parte del mismo es cíclico. Por ejemplo, la parte de péptido puede modificarse para 
contener dos o más residuos Cys (por ejemplo, en el grupo de unión), que podrían ciclizar por formación de enlaces 30 
disulfuro. Para citas a referencias sobre la preparación de derivados ciclizados, véase la tabla 2.  

2. El compuesto está reticulado o se hace incapaz de reticular entre moléculas. Por ejemplo, la parte de péptido 
puede modificarse para contener un residuo Cys y así ser capaz de formar un enlace disulfuro intermolecular con 
una molécula similar. El compuesto también puede reticularse a través de su extremo C-terminal, como en la 
molécula mostrada a continuación. 35 

 O 
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3. Uno o más uniones (enlaces) peptidilo [-C(O)NR-] está sustituido por una unión no peptidilo. Ejemplos de uniones 
no peptidilo son –CH2-carbamato [-CH2-OC(O)NR-], fosfonato, -CH2-sulfonamida [-CH2-S(O)2NR-], urea 
[-NHC(O)NH-], -CH2-amina secundaria, y péptido alquilado [-C(O)NR6- en el que R6 es alquilo inferior].  

4. El extremo N-terminal está derivatizado. Normalmente, el extremo N-terminal puede acilarse o modificarse a una 
amina sustituida. Ejemplos de grupos derivados N-terminal incluyen –NRR1 (diferente de -NH2), -NRC(O)R1, 5 
-NRC(O)OR1, -NRS(O)2R1, -NHC(O)NHR1, succinimida, o benciloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-), en los que R y R1 son 
cada uno independientemente hidrógeno o alquilo inferior y en los que el anillo de fenilo puede estar sustituido con 
de 1 a 3 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo C1-C4, alcoxilo C1-C4, cloro; y bromo.  

5. El extremo C-terminal libre estar derivatizado. Normalmente, el extremo C-terminal se esterifica o amida. Por 
ejemplo, pueden usarse métodos descritos en la técnica para añadir (NH-CH2-CH2-NH2)2 a compuestos de esta 10 
invención. De manera similar, pueden usarse métodos descritos en la técnica para añadir -NH2 a compuestos de 
esta invención. Ejemplos de grupos derivados C-terminal incluyen, por ejemplo, -C(O)R2 en el que R2 es alcoxilo 
inferior o -NR3R4 en el que R3 y R4 son independientemente hidrógeno o alquilo C1-C8 (preferiblemente alquilo 
C1-C4).  

6. Un enlace disulfuro está sustituido por otro resto de reticulación, preferiblemente más estable (por ejemplo, un 15 
alquileno). Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9; Alberts et al. (1993) Thirteenth 
Am. Pep. Symp., 357-9.  

7. Se modifica uno o más residuos de aminoácido individuales. Se conoce que varios agentes derivatizantes 
reaccionan específicamente con cadenas laterales o residuos terminales seleccionados, tal como se describe en 
detalle a continuación.  20 

8. Se usan normalmente polímeros heterobifuncionales para unir proteínas. Un ejemplo es SMCC, o Succinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato. El extremo NHS (N-hidroxisuccinimida) reacciona con aminas primarias, 
que con la conjugación a pH ∼ 7 es óptimo. Una vez formado el complejo, la reacción de la parte de maleimida de 
SMCC puede continuar con otra proteína/péptido que contiene un grupo sulfhidrilo libre, que se produce a una 
velocidad más rápida que la formación de la amida en la reacción inicial. El resultado es una unión entre dos 25 
proteínas, por ejemplo, conjugados anticuerpo-enzima. Una aplicación se ilustra mediante la preparación de 
fragmentos Fab’ entrelazados a peroxidasa de rábano (Ishikwa, et al., 1983a,b; Yoshitake et al., 1982a,b; Imagawa 
et al., 1982; Uto et al., 1991). El uso de Sulfo SMCC (Sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1- 
carboxilato) permite la solubilidad en agua de modo que no es necesaria una etapa de solubilización orgánica, 
permitiendo mayor flexibilidad y menos interrupción de la actividad en la reacción con proteínas. 30 

Pueden hacerse reaccionar residuos lisinilo y residuos amino-terminales con anhídridos de ácido succínico u otros 
anhídridos de ácido carboxílico, que invierten la carga de los residuos lisinilo. Otros reactivos adecuados para 
derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de metilo; piridoxal 
fosfato; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfónico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y la reacción 
con glioxilato catalizada por transaminasa. 35 

Los residuos de arginilo pueden modificarse mediante reacción con uno cualquiera o una combinación de varios 
reactivos convencionales, incluidos fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatización 
de residuos de arginilo requiere que la reacción se lleve a cabo en condiciones alcalinas debido al elevado pKa del 
grupo funcional de guanidina. Además, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina así como con el 
grupo épsilon-amino de la arginina 40 

La modificación específica de los residuos de tirosilo se ha estudiado extensamente, con un interés particular en la 
introducción de marcadores espectrales en los residuos de tirosilo mediante reacción con compuestos aromáticos de 
diazonio o con tetranitrometano. Más habitualmente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar 
especies de O-acetil tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente. 

Los grupos laterales carboxílicos (aspartilo o glutamilo) pueden modificarse selectivamente mediante reacción con 45 
carbodiimidas (R’-N=C=N-R’) tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4-4-
dimetilpentil)carbodiimida). Además, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos de 
asparaginilo y glutaminilo por reacción con iones de amonio. 

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo pueden desamidarse a los correspondientes residuos de glutamilo y 
aspartilo. Como alternativa, estos residuos se desamidan en condiciones ácidas suaves. Las dos formas de estos 50 
residuos están dentro del alcance de esta invención. 

Los residuos de cisteinilo pueden sustituirse por residuos de aminoácido u otros restos para o bien eliminar los 
enlaces disulfuro o bien, en cambio, estabilizar la reticulación. Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med. 
Chem. 39: 3814-9. 

La derivatización con agentes bifuncionales es útil para reticular los péptidos o sus derivados funcionales a una 55 
matriz de soporte insoluble en agua o a otros vehículos macromoleculares. Agentes de entrecruzamiento que se 
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usan habitualmente incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehído, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con ácido 4-azidosalicílico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo 
ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano. Agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato proporcionan 
intermedios que pueden fotoactivarse que son capaces de formar reticulaciones en presencia de luz. 5 
Alternativamente, matrices reactivos insolubles en agua tales como carbohidratos activados por bromuro de 
cianógeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes estadounidenses nº 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 
4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440 se emplean para la inmovilización de proteínas. 

Grupos de carbohidrato (oligosacárido) pueden de manera conveniente unirse a sitios que se conocen que son sitios 
de glicosilación en proteínas. Generalmente, oligosacáridos unidos a O se unen a residuos de serina (Ser) o treonina 10 
(Thr) mientras que oligosacáridos unidos a N se unen a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la 
secuencia Asn-X-Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina. X es preferiblemente uno de 
los 19 aminoácidos naturales diferentes de prolina. Las estructuras de los oligosacáridos unidos a N y unidos a O y 
los residuos de azúcares que se encuentran en cada tipo son diferentes. Un tipo de azúcar que se encuentra 
habitualmente en ambos es ácido N-acetilneuramínico (denominado ácido siálico). El ácido siálico es habitualmente 15 
el residuo terminal de oligosacáridos unidos tanto a N como a O y, debido a su carga negativa, puede impartir 
propiedades ácidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el grupo de unión de los 
compuestos de esta invención y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la producción recombinante de 
los compuestos de polipéptido (por ejemplo, en células mamíferas tales como CHO, BHK, COS). Sin embargo, tales 
sitios pueden glicosilarse adicionalmente mediante procedimientos sintéticos o semisintéticos conocidos en la 20 
técnica. 

Otras posibles modificaciones incluyen la hidroxilación de prolina y lisina, fosforilación de grupos hidroxilo de 
residuos de serilo o treonilo; oxidación del átomo de azufre en Cys, metilación de los grupos alfa-amino de cadenas 
laterales de lisina, arginina, e histidina. Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties (W. H. Freeman & 
Co., San Francisco), pág. 79-86 (1983). 25 

Los compuestos de la presente invención pueden cambiarse a nivel de ADN también. La secuencia de ADN de 
cualquier parte del compuesto puede cambiarse a codones más compatibles con la célula huésped elegida. Para E. 
coli, que es la célula huésped preferida, se conocen codones optimizados en la técnica. Los codones pueden 
sustituirse para eliminar sitios de restricción o para incluir sitios de restricción silencios, que pueden ayudar en el 
tratamiento del ADN en la célula huésped seleccionada. El vehículo, el grupo de unión y las secuencias peptídicas 30 
de ADN pueden modificarse para incluir cualquiera de los cambios de secuencia anteriores. 

Derivados conjugados con isótopos y toxinas. Otro conjunto de derivados útiles son las moléculas descritas 
anteriormente conjugadas a toxinas, trazadores o radioisótopos. Tal conjugación es especialmente útil para 
moléculas que comprenden secuencias peptídicas que se unen a células tumorales o patógenos. Tales moléculas 
pueden usarse como agentes terapéuticos o como ayuda en cirugía (por ejemplo, cirugía radioinmunoguiada o 35 
RIGS) o como agentes diagnósticos (por ejemplo, radioinmunodiagnóstico o RID). 

Como agentes terapéuticos, estos derivados conjugados presentan varias ventajas. Facilitan el uso de toxinas y 
radioisótopos que serían tóxicos si se administrasen sin la unión específica proporcionada por la secuencia 
peptídica. También pueden reducir los efectos secundarios que acompañan al uso de radiación y quimioterapia 
facilitando dosis eficaces menores de la pareja de conjugación. 40 

Las parejas de conjugación útiles incluyen: 

• radioisótopos, tales como itrio 90, yodo 131, actinio 225 y bismuto 213; 

• toxina ricina A, toxinas derivadas de microbios tales como endotoxina de Pseudomonas (por ejemplo, PE38, 
PE40), y similares; 

• parejas moleculares en sistemas de captura (véase a continuación); 45 

• biotina, estreptavidina (útiles como o bien parejas moleculares en sistemas de captura o bien como 
trazadores, especialmente para uso diagnóstico); y 

• agentes citotóxicos (por ejemplo, doxorubicina). 

Una adaptación útil de estos derivados conjugados es su uso en un sistema de captura. En un sistema de este tipo, 
la molécula de la presente invención comprendería una molécula de captura benigna. Esta molécula de captura 50 
podría unirse específicamente a una molécula efectora separada que comprende, por ejemplo, una toxina o un 
radioisótopo. Tanto la molécula conjugada con vehículo como la molécula efectora se administrarían al paciente. En 
un sistema de este tipo, la molécula efectora tendría una vida media corta excepto cuando está unida a la molécula 
de captura conjugada con el vehículo, minimizando por tanto cualquier efecto secundario tóxico. La molécula 
conjugada con el vehículo tendría una vida media relativamente larga pero sería benigna y no tóxica. Las partes de 55 
unión específica de ambas moléculas pueden ser parte de un par de unión específica conocida (por ejemplo, biotina, 
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estreptavidina) o pueden resultar de métodos de generación de péptidos tales como los descritos en el presente 
documento. 

Tales derivados conjugados pueden prepararse mediante métodos conocidos en la técnica. En el caso de moléculas 
efectoras proteicas (por ejemplo, endotoxina de Pseudomonas), tales moléculas pueden expresarse como proteínas 
de fusión a partir de constructos de ADN correlativos. Pueden prepararse derivados conjugados con radioisótopos, 5 
por ejemplo, tal como se describe para el anticuerpo BEXA (Coulter). Pueden prepararse derivados que comprenden 
agentes citotóxicos o toxinas microbianas, por ejemplo, tal como se describe para el anticuerpo BR96 (Bristol-Myers 
Squibb). Pueden prepararse moléculas empleadas en sistemas de captura, por ejemplo, tal como se describe 
mediante las patentes, solicitudes de patente y publicaciones de NeoRx. Pueden prepararse moléculas empleadas 
para RIGS y RID, por ejemplo, mediante las patentes, solicitudes de patente y publicaciones de NeoProbe. 10 

Vehículos 

La invención requiere la presencia de al menos un vehículo unido a un péptido a través del extremo N-terminal, 
extremo C-terminal o una cadena lateral de uno de los residuos de aminoácido. También pueden usarse múltiples 
vehículos. En un aspecto, un dominio Fc es el vehículo. El dominio Fc puede fusionarse a los extremos N- o C-
terminal de los péptidos o en los extremos tanto N- como C-terminal. 15 

En varias realizaciones de la invención, el componente de Fc es o bien un Fc nativo o bien una variante de Fc. La 
fuente de inmunoglobulina del Fc nativo es, en un aspecto, de origen humano y puede, en realizaciones alternativas, 
ser de cualquier clase de inmunoglobulina. Los dominios Fc nativos están constituidos por polipéptidos monoméricos 
que pueden unirse para dar formas diméricas o multiméricas mediante asociación covalente (es decir, enlaces 
disulfuro) y/o no covalente. El número de enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades monoméricas de 20 
moléculas de Fc nativas oscila de 1 a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG, IgA, IgE) o la subclase (por 
ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgA1, IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dímero unido por enlaces disulfuro que 
resulta de la digestión con papaína de una IgG (véase Ellison et al. (1982), Nucleic Acids Res. 10: 4071-9). 

Debe observarse que los monómeros de Fc se dimerizarán de manera espontánea cuando estén presentes los 
residuos de cisteína apropiados, a menos que estén presentes condiciones particulares que impiden la dimerización 25 
a través de la formación de enlaces disulfuro. Incluso si los residuos de cisteína que normalmente forman enlaces 
disulfuro en el dímero de Fc se eliminan o sustituyen por otros residuos, las cadenas monoméricas generalmente 
formarán un dímero a través de interacciones no covalentes. El término “Fc” en el presente documento se usa para 
referirse a cualquiera de estas formas: el monómero nativo, el dímero nativo (unido por enlaces disulfuro), dímeros 
modificados (unidos por enlaces disulfuro y/o de manera no covalente), y monómeros modificados (es decir, 30 
derivados). 

Tal como se observa, las variantes de Fc son vehículos adecuados dentro del alcance de esta invención. Un Fc 
nativo puede modificarse extensamente para formar una variante de Fc siempre que se mantenga la unión al 
receptor salvaje; véanse por ejemplo los documentos WO 97/34631 y WO 96/32478. En tales variantes de Fc, 
pueden eliminarse uno o más sitios de un Fc nativo que proporcionan características estructurales o actividad 35 
funcional no requerida por las moléculas de fusión de esta invención. Pueden eliminarse estos sitios, por ejemplo, 
sustituyendo o delecionando residuos, insertando residuos en el sitio o truncando partes que contienen el sitio. Los 
residuos insertados o sustituidos también pueden ser aminoácidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-
aminoácidos. Pueden ser deseables variantes de Fc por varios motivos, varios de los cuales se describen a 
continuación. Ejemplos de variantes de Fc incluyen moléculas y secuencias en las que: 40 

1. Se eliminan sitios implicados en la formación de enlaces disulfuro. Tal eliminación puede evitar la reacción con 
otras proteínas que contienen cisteína presentes en la célula huésped usada para producir las moléculas de la 
invención. Para este fin, puede truncarse el segmento que contiene cisteína en el extremo N-terminal o pueden 
delecionarse o sustituirse residuos de cisteína por otros aminoácidos (por ejemplo, alanilo, serilo). Incluso cuando se 
eliminan residuos de cisteína, los dominios Fc de cadena sencilla pueden formar todavía un dominio Fc dimérico que 45 
se mantiene unido de manera no covalente. 

2. Se modifica un Fc nativo para hacerlo más compatible con una célula huésped seleccionada. Por ejemplo, puede 
eliminarse la secuencia PA cerca del extremo N-terminal de un Fc nativo típico, que puede reconocerse por una 
enzima digestiva en E. coli tal como prolina iminopeptidasa. También puede añadirse un residuo de metionina 
N-terminal, especialmente cuando la molécula se expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal 50 
como E. coli. 

3. Se elimina una parte del extremo N-terminal de un Fc nativo para impedir la heterogeneidad N-terminal cuando se 
expresa en una célula huésped seleccionada. Para este fin, puede delecionarse cualquiera de los primeros 20 
residuos de aminoácido en el extremo N-terminal, particularmente aquellos en las posiciones 1, 2, 3, 4 y 5. 

4. Se eliminan uno o más sitios de glicosilación. Residuos que normalmente están glicosilados (por ejemplo, 55 
asparagina) pueden conferir una respuesta citolítica. Tales residuos pueden delecionarse o sustituirse por residuos 
no glicosilados (por ejemplo, alanina). 

ES 2 599 318 T3

 



118 

5. Se eliminan sitios implicados en interacción con el complemento, tal como el sitio de unión a C1q. Por ejemplo, 
puede delecionarse o sustituirse la secuencia EKK de IgG1 humana. El reclutamiento del complemento puede no ser 
ventajoso para las moléculas de esta invención y de ese modo puede evitarse con una variante de Fc de este tipo. 

6. Se eliminan sitios que afectan a la unión a receptores de Fc distintos de un receptor salvaje. Un Fc nativo puede 
tener sitios para la interacción con determinados glóbulos blancos que no se requieren para las moléculas de fusión 5 
de la presente invención y por tanto pueden eliminarse. 

7. Se elimina el sitio de ADCC. Los sitios de ADCC se conocen en la técnica; véase, por ejemplo, Molec. Immunol. 
29 (5): 633-9 (1992) con respecto a sitios de ADCC en IgG1. Estos sitios tampoco se requieren para las moléculas 
de fusión de la presente invención y por tanto pueden eliminarse. 

8. Cuando el Fc nativo se deriva de un anticuerpo no humano, el Fc nativo puede humanizarse. Normalmente, para 10 
humanizar un Fc nativo, se sustituirán residuos seleccionados en el Fc nativo no humano por residuos que se 
encuentran normalmente en Fc nativo humano. Se conocen bien en la técnica técnicas para la humanización de 
anticuerpos. 

Un vehículo alternativo sería una proteína, un polipéptido, péptido, anticuerpo, fragmento de anticuerpo o una 
molécula pequeña (por ejemplo, un compuesto peptidomimético) que puede unirse a un receptor salvaje. Por 15 
ejemplo, podría usarse como vehículo un polipéptido tal como se describe en la patente estadounidense n.º 
5.739.277, concedida el 14 de abril de 1998 a Presta et al. También podrían seleccionarse péptidos mediante 
presentación en fago para la unión al receptor salvaje FcRn. Tales compuestos de unión a receptor salvaje también 
se incluyen dentro del significado de “vehículo” y están dentro del alcance de esta invención. Tales vehículos deben 
seleccionarse para lograr un aumento de la vida media (por ejemplo, evitando secuencias reconocidas por 20 
proteasas) y una disminución de la inmunogenicidad (por ejemplo, favoreciendo secuencias no inmunogénicas, tal 
como se descubre en la humanización de anticuerpos). 

Pueden construirse variantes, análogos o derivados de la parte de Fc, por ejemplo, realizando diversas sustituciones 
de residuos o secuencias.  

Polipéptidos de variantes (o análogos) incluyen variantes de inserción, en las que uno o más residuos de aminoácido 25 
complementan una secuencia de aminoácidos de Fc. Las inserciones pueden estar ubicadas en cualquiera o ambos 
extremos terminales de la proteína, o pueden estar colocadas dentro de regiones internas de la secuencia de 
aminoácidos de Fc. Variantes de inserción, con residuos adicionales en cualquiera o ambos extremos terminales, 
pueden incluir por ejemplo proteínas de fusión y proteínas que incluyen marcadores o etiquetas de aminoácido. Por 
ejemplo, la molécula de Fc puede contener opcionalmente una Met N-terminal, especialmente cuando la molécula se 30 
expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal como E. coli. 

En variantes de deleción de Fc, se eliminan uno o más residuos de aminoácido en un polipéptido de Fc. Las 
deleciones pueden efectuarse en uno o ambos extremos terminales del polipéptido de Fc, o con eliminación de uno 
o más residuos dentro de la secuencia de aminoácidos de Fc. Las variantes de deleción, por tanto, incluyen todos 
los fragmentos de una secuencia de polipéptido de Fc. 35 

En variantes de sustitución de Fc, se eliminan uno o más residuos de aminoácido de un polipéptido de Fc y se 
sustituyen por residuos alternativos. En un aspecto, las sustituciones son de naturaleza conservativa y se conocen 
bien en la técnica sustituciones conservativas de este tipo. Alternativamente, la invención abarca sustituciones que 
son también no conservativas. Ejemplos de sustituciones conservativas se describen en Lehninger, [Biochemistry, 2ª 
edición; Worth Publishers, Inc. Nueva York (1975), pág. 71-77] y se exponen a continuación. 40 

SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS I 

CARACTERÍSTICA DE CADENA LATERAL AMINOÁCIDO 

No polar (hidrófoba) 

A. Alifática 

B. Aromática 

C. Que contiene azufre 

D. Límite 

 

ALIVP 

FW 

M 

G 

No cargada polar: 

A. Hidroxilo 

B. Amidas 

 

STY 

NQ 
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C. Sulfhidrilo 

D. Límite 

C 

G 

Con carga positiva (básica) KRH 

Con carga negativa (ácida) DE 

Ejemplos de sustituciones conservativas alternativas se exponen a continuación. 

SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS II 

RESIDUO ORIGINAL EJEMPLO DE SUSTITUCIÓN 

Ala (A) Val, Leu, Ile 

Arg (R) Lys, Gln, Asn 

Asn (N) Gln, His, Lys, Arg 

Asp (D) Glu 

Cys (C) Ser 

Gln (Q) Asn 

Glu (E) Asp 

His (H) Asn, Gln, Lys, Arg 

Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, 

Leu (L) Ile, Val, Met, Ala, Phe 

Lys (K) Arg, Gln, Asn 

Met (M) Leu, Phe, Ile 

Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala 

Pro (P) Gly 

Ser (S) Thr 

Thr (T) Ser 

Trp (W) Tyr 

Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser 

Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala 

Por ejemplo, pueden delecionarse o reemplazarse residuos de cisteína por otros aminoácidos para impedir la 
formación de parte de o todas las reticulaciones por disulfuros de las secuencias de Fc. Cada residuo de cisteína 
puede eliminarse y/o sustituirse por otros aminoácidos, tales como Ala o Ser. Como otro ejemplo, también pueden 5 
hacerse modificaciones para introducir sustituciones de aminoácidos para (1) suprimir el sitio de unión a receptor de 
Fc; (2) suprimir el sitio de unión al complemento (C1q); y/o (3) suprimir el sitio de citotoxicidad mediada por células 
dependiente de anticuerpos (ADCC). Tales sitios se conocen en la técnica, y cualquier sustitución conocida está 
dentro del alcance de Fc tal como se usa en el presente documento. Por ejemplo, véase Molecular Immunology, vol. 
29, n.º 5, 633-639 (1992) con respecto a sitios de ADCC en IgG1. 10 

Asimismo, pueden sustituirse uno o más residuos de tirosina por residuos de fenilalanina. Además, también se 
contemplan otras inserciones, deleciones y/o sustituciones de aminoácidos variantes y están dentro del alcance de 
la presente invención. Generalmente se prefieren sustituciones de aminoácidos conservativas. Además, las 
alteraciones pueden estar en forma de aminoácidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoácidos. 

También pueden derivatizarse secuencias de Fc tal como se describe en el presente documento para péptidos, es 15 
decir, que llevan modificaciones distintas de inserción, deleción, o sustitución de residuos de aminoácido. 
Preferiblemente, las modificaciones son de naturaleza covalente, e incluyen por ejemplo, enlaces químicos con 
polímeros, lípidos, otros restos orgánicos e inorgánicos. Pueden preparase derivados de la invención para aumentar 
la vida media circulante, o pueden diseñarse para mejorar la capacidad de direccionamiento del polipéptido a 
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células, tejidos u órganos deseados. 

También es posible usar el dominio de unión al receptor salvaje de la molécula de Fc intacta como la parte de Fc de 
un compuesto de la invención, tal como se describe en el documento WO 96/32478, titulado “Altered Polypeptides 
with Increased Half-Life”. Miembros adicionales de la clase de moléculas designadas como Fc en el presente 
documento son aquellas que se describen en el documento WO 97/34631, titulado “Immunoglobulin like-domains 5 
with increased half-lives”. 

Componentes WSP  

Los compuestos de la invención pueden incluir además al menos un WSP. El resto WPS de la molécula puede ser 
ramificado o no ramificado. Para el uso terapéutico de la preparación del producto final, el polímero es 
farmacéuticamente aceptable. En general, se selecciona un polímero deseado basándose en tales consideraciones 10 
como si el conjugado del polímero se usará terapéuticamente, y en ese caso, la dosis deseada, el tiempo de 
circulación, resistencia a proteólisis, y otras consideraciones. En diversos aspectos, el peso molecular promedio de 
cada polímero soluble en agua está entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa, entre 
aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, entre aproximadamente 12 kDa y aproximadamente 40 kDa y 
entre aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa. En aún otro aspecto el peso molecular de cada 15 
polímero está entre aproximadamente 6 kDa y aproximadamente 25 kDa. El término “aproximadamente” tal como se 
usa en el presente documento y en su totalidad, indica que en las preparaciones de un polímero soluble en agua, 
algunas moléculas pesarán más, algunas menos, que el peso molecular mencionado. Generalmente, cuánto mayor 
es el peso molecular o cuántas más ramificaciones, más alta es la proporción polímero/proteína. Pueden usarse 
otros tamaños, en función del perfil terapéutico deseado incluyendo, por ejemplo, la duración de la liberación 20 
sostenida; los efectos, si los hay, sobre la actividad biológica; la facilidad en la manipulación; el grado o falta de 
antigenicidad y otros efectos conocidos de un polímero soluble en agua sobre una proteína terapéutica. 

El WSP debe unirse a un polipéptido o péptido teniendo en consideración los efectos sobre dominios funcionales o 
antigénicos del polipéptido o péptido. En general, puede realizarse una derivatización química en cualquier condición 
adecuada usada para hacer reaccionar una proteína con una molécula de polímero activado. Los grupos de 25 
activación que pueden usarse para unir el polímero soluble en agua a una o más proteínas incluyen sin limitación 
sulfona, maleimida, sulfhidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina, oxirano y 5-piridilo. Si se une al péptido mediante 
alquilación reductora, el polímero seleccionado debe tener un único aldehído reactivo de modo que el grado de 
polimerización se controle. 

Los polímeros solubles en agua adecuados, clínicamente aceptables incluyen sin limitación PEG, polietilenglicol 30 
propionaldehído, copolímeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol, carboximetilcelulosa, 
poliacetales, poli (alcohol vinílico) (PVA), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3, 6-trioxano, copolímero de 
etileno/anhídrido maleico, poli-(beta-aminoácidos) (o bien homopolímeros o bien copolímeros al azar), poli (n-
vinilpirrolidona) polietilenglicol, homopolímeros de propropilenglicol (PPG) y otros poli (óxidos de alquileno), 
copolímeros de poli (óxido de propileno)/óxido de etileno, polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros 35 
polioles polioxietilados, sorbitol polioxietilado o glucosa polioxietilada, ácidos colónicos u otros polímeros de hidratos 
de carbono, Ficoll o dextrano y mezclas de los mismos.  

Los polímeros solubles en agua también pueden hacerse para ser térmicamente sensibles, como en la formación de 
geles térmicos inversos. Ejemplos incluyen Tetronics, con estructuras principales tetra armadas y copolímeros de 
PEG-PLGA. La hidrofilia de los polímeros puede variarse sustituyendo las partes hidrófobas en la cadena polimérica. 40 
Un ejemplo de esto es en la fabricación de PLGA, en el que la proporción de ácido láctico a ácido glicólico puede 
aumentarse para permitir una menor solubilidad en agua. Pueden desearse polímeros solubles en agua inferiores en 
determinadas aplicaciones, por ejemplo en el aumento del potencial para interaccionar con membranas celulares. A 
la hora de la reconstitución, puede usarse una proporción de fosfolípidos para inducir la formación de micelas o 
liposomas en disolución. La ventaja de un sistema tal puede estar en la capacidad de incorporar algo de la proteína 45 
dentro de la micela, con el potencial beneficio de prolongar la administración. Los fosfolípidos capaces de formar 
liposomas o micelas incluyen DMPG, DMPC, DOPC, DOPG y componentes de refuerzo de liposomas secundarios 
apropiados tales como colesterol. Determinados excipientes, tales como DEA-oleth-10 fosfato y oleth 10-fosfato, son 
capaces de formar micelas en disolución. 

Los polímeros de polisacáridos son otro tipo de polímero soluble en agua que pueden usarse para la modificación de 50 
péptidos. La modificación de proteínas o péptidos mediante la adición de polisacárido(s), por ejemplo, glicosilación, 
puede aumentar la semivida, disminuir la antigenicidad, aumentar la estabilidad y disminuir la proteólisis. Los 
dextranos son polímeros de polisacáridos compuestos por subunidades individuales de glucosa unidas de manera 
predominante mediante enlaces α1-6. El propio dextrano está disponible en muchos intervalos de peso molecular, y 
está fácilmente disponible en pesos moleculares de desde aproximadamente 1 kD hasta aproximadamente 70 kD. El 55 
dextrano es un polímero soluble en agua adecuado para su uso en la presente invención como vehículo por sí 
mismo o en combinación con otro vehículo (por ejemplo, Fc). Véanse, por ejemplo, los documentos WO 96/11953 y 
WO 96/05309. Se ha notificado el uso de dextrano conjugado a inmunoglobulinas terapéuticas o de diagnóstico; 
véase, por ejemplo, la publicación de patente europea n.º 0 315 456. Se prefiere dextrano de aproximadamente 1 kD 
a aproximadamente 20 kD cuando se usa dextrano como vehículo según la presente invención. 60 
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En una realización, el WSP es PEG y la invención contempla preparaciones en las que se modifica un compuesto 
para incluir cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivatizar otras proteínas tales como y sin 
limitación mono-(C1-C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol. El polietilenglicol propionaldehído puede tener ventajas en 
la fabricación debido a su estabilidad en agua. El grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular conveniente y 
puede ser lineal o ramificado. El peso molecular promedio de PEG contemplado para su uso en la invención oscila 5 
entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 
kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 10 kDa. En otro aspecto, el resto de PEG tiene un peso 
molecular de desde aproximadamente 6 kDa hasta aproximadamente 25 kDa. Los grupos PEG generalmente se 
unen a péptidos o proteínas por medio de acilación o alquilación reductora a través de un grupo reactivo en el resto 
de PEG (por ejemplo, un grupo aldehído, amino, tiol o éster) con un grupo reactivo en la proteína o el péptido diana 10 
(por ejemplo, un grupo aldehído, amino o éster). Usando métodos descritos en el presente documento, puede 
prepararse una mezcla de moléculas de conjugados de polímero/péptido, y la ventaja proporcionada en el presente 
documento es la capacidad para seleccionar la proporción de conjugado de polímero/péptido que va a incluirse en la 
mezcla. Por tanto, si se desea, puede prepararse una mezcla de péptidos con diversos números de restos de 
polímero unidos (es decir, cero, uno o dos) con una proporción determinada de conjugado de polímero/proteína. 15 

Una estrategia útil para la pegilación (otros métodos se describen en más detalle en el presente documento) de 
péptidos sintéticos consiste en combinar, a través de la formación de un enlace de conjugado en disolución, un 
péptido y un resto de PEG, llevando cada uno una funcionalidad especial que es mutuamente reactiva hacia la otra. 
Los péptidos pueden prepararse fácilmente con síntesis en fase sólida convencional. Los péptidos se “preactivan” 
con un grupo funcional apropiado en un sitio específico. Los precursores se purifican y se caracterizan 20 
completamente antes de reaccionar con el resto de PEG. El ligamiento del péptido con PEG tiene lugar 
habitualmente en fase acuosa y puede monitorizarse fácilmente mediante HPLC analítica de fase inversa. Los 
péptidos pegilados pueden purificarse fácilmente mediante HPLC preparativa y caracterizarse mediante HPLC 
analítica, análisis de aminoácidos y espectrometría de masas de desorción láser. 

Grupos de unión 25 

Cualquier “grupo de unión” es opcional, tanto si se posiciona entre péptidos, péptido y vehículo o vehículo y WSP. 
Cuando está presente, su estructura química no es crítica, ya que sirve principalmente como separador. El grupo de 
unión se compone preferiblemente de aminoácidos unidos entre sí por enlaces peptídicos. Por tanto, en 
realizaciones preferidas, el grupo de unión se compone de desde 1 hasta 20 aminoácidos unidos por enlaces 
peptídicos, en el que los aminoácidos se seleccionan de los 20 aminoácidos naturales. Algunos de estos 30 
aminoácidos pueden glicosilarse, como entienden bien los expertos en la técnica. En una realización más preferida, 
los 1 a 20 aminoácidos se seleccionan de glicina, alanina, prolina, asparagina, glutamina, y lisina. Incluso más 
preferiblemente, un grupo de unión se compone de una mayoría de aminoácidos que están estéricamente 
impedidos, tal como glicina y alanina. Por tanto, grupos de unión preferidos son poligliconas (particularmente (Gly)4, 
(Gly)5, (Gly)8, poli(Gly-Ala), y polialaninas. Otros ejemplos de grupos de unión específicos son: 35 

(Gly)3Lys(Gly)4 (SEQ ID NO: 1018)  

(Gly)3AsnGlySer(Gly)2 (SEQ ID NO: 1019);  

(Gly)3Cys(Gly)4 (SEQ ID NO: 1020); y  

GlyProAsnGlyGly (SEQ ID NO: 1021). 

Para explicar la nomenclatura anterior, por ejemplo, (Gly)3Lys(Gly)4 significa Gly-Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-Gly-Gly. 40 
También se prefieren combinaciones de Gly y Ala. Los grupos de unión mostrados aquí son ejemplos; los grupos de 
unión dentro del alcance de esta invención pueden ser más largos y pueden incluir otros residuos. 

También son posibles grupos de unión no peptídicos. Por ejemplo, podrían usarse grupos de unión alquilo tales 
como -NH-(CH2)s-C(O)-, en el que s = 2-20. Estos grupos de unión alquilo pueden sustituirse adicionalmente por 
cualquier grupo que no impida estéricamente, tal como alquilo inferior (por ejemplo, C1-C6), acilo inferior, halógeno 45 
(por ejemplo, Cl, Br), CN, NH2, fenilo, etc. Un ejemplo de grupo de unión no peptídico es un grupo de unión PEG, 

 

en el que n es tal que el grupo de unión tiene un peso molecular de 100 a 5000 kD, preferiblemente 100 a 500 kD. 
Los grupos de unión peptídicos pueden alterarse para formar derivados de la misma manera descrita anteriormente. 

Producción de péptidos y polipéptidos: 50 
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Un péptido que se ha identificado puede prepararse en células huésped transformadas usando técnicas de ADN 
recombinante. Si el componente de vehículo es un polipéptido, el producto de fusión de polipéptido- o péptido-
vehículo puede expresarse como uno. Para hacer esto, se prepara en primer lugar una molécula de ADN 
recombinante que codifica para el péptido usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, podrían 
cortarse secuencias que codifican para los péptidos de ADN usando enzimas de restricción adecuadas. 5 
Alternativamente, la molécula de ADN podría sintetizarse usando técnicas de síntesis química, tal como el método 
de fosforamidato. Además, podría usarse una combinación de estas técnicas. La invención proporciona por tanto 
polinucleótidos que codifican para un compuesto de la invención. 

La invención también proporciona vectores que codifican para compuestos de la invención en un huésped 
apropiado. El vector comprende el polinucleótido que codifica para el compuesto operativamente unido a secuencias 10 
de control de la expresión adecuadas. Se conocen bien métodos para efectuar esta unión operativa, o bien antes o 
bien después de insertarse el polinucleótido en el vector. Las secuencias de control de la expresión incluyen 
promotores, activadores, potenciadores, operadores, sitios de unión ribosómicos, señales de iniciación, señales de 
detención, señales de caperuza, señales de poliadenilación y otras señales implicadas en el control de la 
transcripción o traducción. 15 

El vector resultante que tiene el polinucleótido en el mismo se usa para transformar un huésped apropiado. Esta 
transformación puede realizarse usando métodos bien conocidos en la técnica. 

Puede usarse cualquiera de un gran número de células huésped disponibles y bien conocidas en la práctica de esta 
invención. La selección de un huésped particular depende de varios factores reconocidos por la técnica. Estos 
incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresión elegido, la toxicidad de los péptidos codificados 20 
por la molécula de ADN, la tasa de transformación, la facilidad de recuperación de los péptidos, las características 
de expresión, bioseguridad y costes. Debe conseguirse un equilibrio de estos factores con la comprensión de que no 
todos los huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresión de una secuencia de ADN particular. Dentro 
de estas directrices generales, los huéspedes microbianos útiles incluyen bacterias (tales como E. coli), levaduras 
(tales como Saccharomyces) y otros hongos, insectos, plantas, células de mamífero (incluyendo ser humano) en 25 
cultivo, u otros huéspedes conocidos en la técnica. 

A continuación, el huésped transformado se cultiva y se purifica. Las células huésped pueden cultivarse en 
condiciones de fermentación convencionales de modo que se expresen los compuestos deseados. Tales 
condiciones de fermentación se conocen bien en la técnica. Finalmente, los péptidos se purifican del cultivo 
mediante métodos bien conocidos en la técnica. 30 

Dependiendo de la célula huésped utilizada para expresar un compuesto de la invención, pueden unirse 
convenientemente grupos hidrato de carbono (oligosacárido) a sitios que se sabe que son sitios de glicosilación en 
proteínas. Generalmente, se unen oligosacáridos con unión a O a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) mientras 
que se unen oligosacáridos con unión a N a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la secuencia Asn-X-
Ser/Thr, en donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina. X es preferiblemente uno de los 19 35 
aminoácidos que se producen de manera natural sin contar la prolina. Las estructuras de oligosacáridos con unión a 
N y con unión a O y los residuos de azúcar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de azúcar que se 
encuentra comúnmente en ambos es ácido N-acetilneuramínico (denominado ácido siálico). El ácido siálico es 
habitualmente el residuo terminal de oligosacáridos tanto con unión a N como con unión a O y, en virtud de su carga 
negativa, puede conferir propiedades ácidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el 40 
grupo de unión de los compuestos de esta invención y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la 
producción recombinante de los compuestos de polipéptido (por ejemplo, en células de mamífero tales como CHO, 
BHK, COS). Sin embargo, tales sitios pueden glicosilarse además mediante procedimientos sintéticos o 
semisintéticos conocidos en la técnica. 

Alternativamente, los compuestos pueden preparase por métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden usarse técnicas 45 
de síntesis en fase sólida. Se conocen bien en la técnica técnicas adecuadas, e incluyen las descritas en Merrifield 
(1973), Chem. Polypeptides, págs. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem: Soc. 85: 
2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide Synthesis; 
patente estadounidense n.º 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3ª ed.) 2: 105-253; y Erickson et al. (1976), 
The Proteins (3ª ed.) 2: 257-527. La síntesis en fase sólida en la técnica preferida de preparación de péptidos 50 
individuales ya que es el método más económico de preparación de péptidos pequeños. 

Compuestos que contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptídicos son particularmente 
propensos a la síntesis mediante técnicas de química orgánica bien conocidas. 

Modificación con WSP 

Para obtener un compuesto covalentemente unido a WSP, se emplea cualquier método descrito en el presente 55 
documento o conocido de otra forma en la técnica. Los métodos para preparar derivados químicos de polipéptidos o 
péptidos comprenderán generalmente las etapas de (a) hacer reaccionar el péptido con la molécula de polímero 
activado (tal como un derivado de aldehído o éster reactivo de la molécula de polímero) en condiciones mediante las 
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cuales el polipéptido se une a una o más moléculas de polímero, y (b) obtener el/los producto(s) de reacción. Las 
condiciones de reacción óptimas se determinarán basándose en parámetros conocidos y el resultado deseado. Por 
ejemplo, cuanto mayor es la razón de moléculas de polímero:proteína, mayor es el porcentaje de molécula de 
polímero unida. 

Una molécula biológicamente activa puede unirse a un polímero a través de cualquier grupo funcional disponible 5 
usando métodos convencionales bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de grupos funcionales en o bien el 
polímero o bien la molécula biológicamente activa que pueden usarse para formar tales enlaces incluyen grupos 
amina y carboxilo, grupos tiol tales como en residuos de cisteína, aldehídos y cetonas, y grupos hidroxilo tal como 
pueden encontrarse en residuos de serina, treonina, tirosina, hidroxiprolina e hidroxilisina. 

El polímero puede activarse acoplando un grupo reactivo tal como tricloro-s-triazina [Abuchowski, et al., (1977), J. 10 
Biol. Chem. 252:3582-3586], carbonilimidazol [Beauchamp, et al., (1983), Anal. Biochem. 131:25-33] o succinato de 
succinimidilo. [Abuchowski, et al., (1984), Cancer Biochem. Biophys. 7: 175,186] con el fin de reaccionar con una 
funcionalidad amina en la molécula biológicamente activa. Otro método de acoplamiento implica la formación de un 
grupo glioxililo en una molécula y un grupo aminooxilo, hidrazida o semicarbazida en la otra molécula que va a 
conjugarse [Fields y Dixon, (1968), Biochem. J. 108:883-887; Gaertner, et al., (1992), Bioconjugate Chem. 3:262-15 
268; Geoghegan y Stroh, (1992), Bioconjugate Chem. 3:138- 146; Gaertner, et al., (1994), J. Biol. Chem. 269:7224-
7230]. Otros métodos implican la formación de un éster activo en un grupo alcohol libre de la primera molécula que 
va a conjugarse usando cloroformiato o carbonato de disuccinimidilo, que entonces puede conjugarse con un grupo 
amina en la otra molécula que va a acoplarse [Veronese, et al., (1985), Biochem. y Biotech. 11: 141-152; Nitecki, et 
al., patente estadounidense n.º 5.089.261; Nitecki, patente estadounidense n.º 5.281.698]. Otros grupos reactivos 20 
que pueden unirse por medio de grupos alcohol libres se exponen en Wright, documento EP 0539167A2, que 
también describe el uso de imidatos para el acoplamiento por medio de grupos amina libres. 

Otra química implica la acilación de las aminas primarias de una diana usando el NHS-éster de metoxi-PEG (0-[(N-
succinimidiloxicarbonil)-metil]-O’-metilpolietilenglicol). La acilación con metoxi-PEG-NHS da como resultado un 
enlace amida que eliminará la carga de la amina primaria original. Otros métodos utilizan oxidación suave de una 25 
diana en condiciones seleccionadas para seleccionar como diana el diol colgante del penúltimo ácido siálico de la 
unidad de glicosilo para su oxidación para dar un aldehído. El glicoaldehído resultante se hizo reaccionar entonces 
con un metoxi-PEG-hidrazida (O-(hidrazinocarbonilmetil)-O’-metilpolietilenglicol) para formar hidrazona semiestable 
entre PEG y la diana. La hidrazona se reduce posteriormente mediante cianoborohidruro de sodio para producir un 
conjugado de PEG estable. Véase por ejemplo, la patente estadounidense n.º 6.586.398 (Kinstler, et al., 1 de julio de 30 
2003). 

En aplicaciones específicas de técnicas para modificación química, por ejemplo, la patente estadounidense n.º 
4.002.531 establece que se usó alquilación reductora para la unión de moléculas de polietilenglicol a una enzima. La 
patente estadounidense n.º 4.179.337 da a conocer conjugados de PEG:proteína que implican, por ejemplo, 
enzimas e insulina. La patente estadounidense n.º 4.904.584 da a conocer la modificación del número de residuos 35 
de lisina en proteínas para la unión de moléculas de polietilenglicol por medio de grupos amina reactivos. La patente 
estadounidense n.º 5.834.594 da a conocer conjugados de PEG:proteína solubles en agua sustancialmente no 
inmunogénicos, que implican por ejemplo, las proteínas IL-2, interferón alfa e IL-1ra. Los métodos de Hakimi et al. 
implican la utilización de grupos de unión únicos para conectar los diversos grupos amino libres en la proteína a 
PEG. Las patentes estadounidenses n.os 5.824.784 y 5.985.265 enseñan métodos que permiten la modificación 40 
química en el extremo N-terminal de proteínas de manera selectiva y análogos de las mismas, incluyendo G-CSF e 
interferón consenso. De manera importante, estas proteínas modificadas tienen ventajas en lo que se refiere a la 
estabilidad de la proteína, así como proporcionan ventajas de procesamiento. 

La modificación con WSP también se describe en Francis et al., en: Stability of protein pharmaceuticals: in vivo 
pathways of degradation and strategies for protein stabilization (Eds. Ahem., T. y Manning, M. C.) Plenum, N. Y., 45 
1991. En todavía otro aspecto, el método descrito en Delgado et al., “Coupling of PEG to Protein By Activation With 
Tresyl Chloride, Applications in Immunoaffinity Cell Preparation”, en: Fisher et al., eds., Separations Using Aqueous 
Phase Systems, Applications In Cell Biology and Biotechnology, Plenum Press, N.Y., N.Y., 1989 págs. 211:213 que 
implica el uso de cloruro de tresilo, que da como resultado la falta de grupo de unión entre el resto de WSP y el resto 
de polipéptido. En otros aspectos, la unión de un WSP se realiza a través del uso de ésteres de N-50 
hidroxisuccinimidilo de carboximetilmetoxipolietilenglicol, tal como se conoce bien en la técnica. 

Para otras descripciones de modificación de una diana con un WSP, véanse, por ejemplo, la solicitud de patente 
estadounidense n.º 20030096400; los documentos EP 0 442724A2; EP 0154316; EP 0401384; WO 94/13322; las 
patentes estadounidenses n.os 5.362.852; 5.089.261; 5.281.698; 6.423.685; 6.635.646; 6.433.135; la solicitud 
internacional WO 90/07938; Gaertner y Offord, (1996), Bioconjugate Chem. 7:38-44; Greenwald et al., Crit Rev 55 
Therap Drug Carrier Syst. 2000; 17:101-161; Kopecek et al., J Controlled Release., 74:147-158, 2001; Harris et al., 
Clin Pharmacokinet. 2001; 40(7):539-51; Zalipsky et al., Bioconjug Chem. 1997; 8:111-118; Nathan et al., 
Macromolecules. 1992; 25:4476-4484; Nathan et al., Bioconj Chem. 1993; 4:54- 62; y Francis et al., Focus on 
Growth Factors, 3:4-10 (1992). 

Alquilación reductora 60 
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En un aspecto, la unión covalente de un WSP se lleva a cabo mediante procedimientos de modificación química por 
alquilación reductora tal como se proporciona en el presente documento para modificar selectivamente el grupo α-
amino N-terminal, y sometiendo a prueba el producto resultante para detectar la característica biológica deseada, tal 
como los ensayos de actividad biológica proporcionados en el presente documento. 

La alquilación reductora para la unión de un WSP a una proteína o péptido se aprovecha de la reactividad diferencial 5 
de diferentes tipos de grupos amino primarios (por ejemplo, lisina frente al N-terminal) disponibles para la 
derivatización en una proteína particular. En las condiciones de reacción apropiadas, se logra una derivatización 
sustancialmente selectiva de la proteína en el extremo N-terminal con un polímero que contiene grupo carbonilo. 

Para la alquilación reductora, el/los polímero(s) seleccionado(s) podrían tener un único grupo aldehído reactivo. Un 
aldehído reactivo es, por ejemplo, polietilenglicolpropionaldehído, que es estable en agua, o derivados de 10 
monoalcoxilo o ariloxilo C1-C10 de los mismos (véase la patente estadounidense n.º 5.252.714. En un enfoque, se 
emplea alquilación reductora para conjugar un PEG-aldehído (O-(3-oxopropil)-O’-metilpolietilenglicol) con una amina 
primaria. En las condiciones apropiadas, se ha demostrado que este enfoque produce conjugados de PEG 
modificados predominantemente a través de α-amina en el extremo N-terminal de la proteína. 

Puede generarse una funcionalidad aldehído útil para conjugar la molécula biológicamente activa a partir de una 15 
funcionalidad que tiene grupos amino y alcohol adyacentes. En un polipéptido, por ejemplo, puede usarse una 
serina, treonina o hidroxilisina N-terminal para generar una funcionalidad aldehído por medio de escisión oxidativa 
en condiciones suaves usando peryodato. Estos residuos, o sus equivalentes, pueden estar presentes normalmente, 
por ejemplo en el extremo N-terminal de un polipéptido, pueden exponerse por medio de digestión química o 
enzimática o pueden introducirse por medio de métodos recombinantes o químicos. Las condiciones de reacción 20 
para generar el aldehído implican normalmente la adición de un exceso molar de metaperyodato de sodio y en 
condiciones suaves para evitar la oxidación en otras posiciones en la proteína. El pH es preferiblemente de 
aproximadamente 7,0. Una reacción típica implica la adición de un exceso molar de 1,5 veces de metaperyodato de 
sodio, seguido por incubación durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. 

El grupo funcional aldehído puede acoplarse a un polímero activado que contiene una funcionalidad hidrazida o 25 
semicarbazida para formar un enlace hidrazona o semicarbazona. Están disponibles comercialmente polímeros que 
contienen hidrazida, y pueden sintetizarse, si es necesario, usando técnicas convencionales. Las PEG-hidrazidas 
para su uso en la invención pueden obtenerse de Shearwater Polymers, Inc., 2307 Spring Branch Road, Huntsville, 
Ala. 35801 (ahora parte de Nektar Therapeutics, 150 Industrial Road, San Carlos, CA 94070-6256). El aldehído se 
acopla al polímero mezclando la disolución de los dos componentes entre sí y calentando hasta aproximadamente 30 
37ºC hasta que la reacción es sustancialmente completa. Se usa normalmente un exceso del polímero hidrazida 
para aumentar la cantidad de conjugado obtenido. Un tiempo de reacción típico es de 26 horas. Dependiendo de la 
estabilidad térmica de los reactantes, la temperatura y el tiempo de reacción pueden alterarse para proporcionar 
resultados adecuados. Se expone una determinación detallada de las condiciones de reacción para tanto la 
oxidación como el acoplamiento en Geoghegan y Stroh, (1992), Bioconjugate Chem. 3:138-146, y en Geoghegan, 35 
patente estadounidense n.º 5.362.852. 

Usando alquilación reductora, el agente reductor debe ser estable en disolución acuosa y preferiblemente poder 
reducir sólo la base de Schiff formada en el proceso inicial de alquilación reductora. Se seleccionan agentes 
reductores de, y sin limitación, borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio, borato de dimetilamina, borato de 
trimetilamina y borato de piridina. 40 

El pH de reacción afecta a la razón de polímero con respecto a proteína que va a usarse. En general, si el pH de la 
reacción es inferior al pKa de un grupo reactivo diana, se deseará un exceso mayor de polímero con respecto a 
proteína. Si el pH es superior al pKa diana, no es necesario que la razón de polímero: proteína sea tan grande (es 
decir, están disponibles más grupos reactivos, de modo que se necesitan menos moléculas de polímero). 

Por consiguiente, la reacción se realiza en un aspecto a un pH que permite aprovecharse de las diferencias de pKa 45 
entre los grupos ε-amino de los residuos de lisina y el del grupo α-amino del residuo N-terminal de la proteína. 
Mediante tal derivatización selectiva, se controla la unión de un polímero soluble en agua a una proteína; la 
conjugación con el polímero tiene lugar predominantemente en el extremo N-terminal de la proteína y sin que se 
produzca modificación significativa de otros grupos reactivos, tales como los grupos amino de la cadena lateral de la 
lisina. 50 

En un aspecto, por tanto, se proporcionan métodos para la unión covalente de un WSP a un compuesto diana y que 
proporcionan una preparación sustancialmente homogénea de moléculas de conjugado de WSP/proteína, en 
ausencia de purificación extensiva adicional tal como se requiere usando otras químicas de modificación química. 
Más específicamente, si se usa polietilenglicol, los métodos descritos permiten la producción de una proteína 
pegilada en el extremo N-terminal que carece posiblemente de grupos de unión antigénicos, es decir, el resto de 55 
polietilenglicol está acoplado directamente al resto de proteína sin subproductos potencialmente tóxicos. 

Dependiendo del método de unión de WSP elegido, la proporción de moléculas de WSP unidas a la molécula de 
péptido o proteína diana variará, así como sus concentraciones en la mezcla de reacción. En general, la razón 
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óptima (en cuanto a eficacia de reacción de que no haya proteína o polímero sin reaccionar en exceso) se determina 
mediante el peso molecular del WSP seleccionado. Además, cuando se usan métodos que implican unión no 
específica y purificación posterior de una especie deseada, la razón puede depender del número de grupos reactivos 
(normalmente grupos amino) disponibles. 

Purificación 5 

El método de obtención de una preparación modificada con WSP sustancialmente homogénea es, en un aspecto, 
mediante purificación de una especie predominantemente única de compuesto modificado a partir de una mezcla de 
especies. A modo de ejemplo, se separa en primer lugar una especie sustancialmente homogénea mediante 
cromatografía de intercambio iónico para obtener material que tiene una característica de carga de una única 
especie (aun cuando puedan estar presentes otras especies que tienen la misma carga aparente), y entonces se 10 
separa la especie deseada usando cromatografía de exclusión molecular. Se notifican otros métodos y los 
contempla la invención, incluye por ejemplo, el documento PCT WO 90/04606, publicado el 3 de mayo de 1990, que 
describe un procedimiento para fraccionar una mezcla de aductos de PEG-proteína que comprende repartir los 
aductos de PEG/proteína en un sistema bifásico acuoso que contiene PEG. 

Por tanto, un aspecto es un método para preparar un conjugado de compuesto modificado con WSP comprendido 15 
por (a) hacer reaccionar un compuesto que tiene más de un grupo amino con un resto de polímero soluble en agua 
en condiciones de alquilación reductora, a un pH adecuado para activar selectivamente el grupo α-amino en el 
extremo amino-terminal del resto de proteína de modo que dicho polímero soluble en agua se une selectivamente a 
dicho grupo α-amino; y (b) obtener el producto de reacción. Opcionalmente, y particularmente para un producto 
terapéutico, los productos de reacción se separan de los restos sin reaccionar. 20 

Tal como se determina mediante mapeo de péptidos y secuenciación N-terminal, se da a conocer una preparación 
que comprende al menos el 50% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar. 
Se dan a conocer otras preparaciones que comprenden al menos el 75% de péptido pegilado en una mezcla de 
péptido pegilado y péptido sin reaccionar; al menos el 85% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y 
péptido sin reaccionar; al menos el 90% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin 25 
reaccionar; al menos el 95% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar; y al 
menos el 99% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar. 

No se pretende que los siguientes ejemplos sean limitativos, sino únicamente a modo de ejemplo de realizaciones 
específicas de la invención. 

Ejemplo 1 30 

Conjunto de constructo de expresión mFc-TMP 

Se construyó un polinucleótido que codifica para una proteína de fusión TMP que comprende una región Fc murina 
(mFc-TMP) combinando secuencias de nucleótidos que codifican individualmente para Fc murino y una TMP 
(descrito en el documento EP01124961A2). En la primera ronda de PCR, se amplificó el componente que codifica 
para Fc murino con los cebadores de PCR 3155-58 (SEQ ID NO: 1022) y 1388-00 (SEQ ID NO: 1023). 35 

3155-58: CCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTATCGA (SEQ ID NO: 1024) 

3155-59: CCACCTCCACCTTTACCCGGAGAGTGGGAG (SEQ ID NO: 1025) 

En una reacción separada, se amplificó un polinucleótido que codifica para TMP con los cebadores 1209-85 (SEQ ID 
NO: 1026) y 3155-59 (SEQ ID NO: 1027). 

1209-85: CGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGG (SEQ ID NO: 1028) 40 

1388-00: CTAGTTATTGCTCAGCGG (SEQ ID NO: 1029) 

Se purificaron en gel los fragmento de PCR resultantes y se combinaron en un único tubo para una segunda ronda 
de PCR con los cebadores 1209-85 (SEQ ID NO: 1030) y 1388-00 (SEQ ID NO: 1031). El producto de PCR de esta 
segunda ronda de amplificación se purificó en gel y se digirió con las enzimas de restricción Ndel y Xhol. Se purificó 
el fragmento de digestión y se ligó al vector pAMG21, digerido previamente con las mismas enzimas. Se transformó 45 
esta mezcla de ligación por medio de electroporación en E. coli y se sembró en placas sobre medios de LB + 
kanamicina. Se exploraron las colonias por medio de PCR y secuenciación de ADN. Se identificó un clon positivo 
con una secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO: 1032) que codifica para la proteína de fusión mFc-TMP (SEQ ID NO: 
1033) y se designó como 6397. 

Polinucleótido que codifica para proteínas de fusión TMP con Fc murino (SEQ ID NO: 1034) 50 

 

Marco de lectura abierto: 
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Secuencia 3’: 

 

Secuencia de la proteína TMP con Fc murino (SEQ ID NO: 1035) 

ES 2 599 318 T3

 



127 

 

Ejemplo 2 

Fermentación de la cepa 6397 

Se inició la fermentación de la cepa 6397 mediante la inoculación de 500 ml de caldo Luria esterilizado con un 
cultivo de siembra de la cepa en un matraz con agitación. Cuando la densidad de células alcanzó 0,9 a 600 nm, se 5 
usó el contenido para inocular un fermentador de 15 l que contenía 10 l de medio de crecimiento a base de complejo 
(800 g de glicerol, 500 g de tripticasa, 3 g de citrato de sodio, 40 g de KH2PO4, 20 g (NH4)2SO4, 5 ml de 
antiespumante Fluka P-2000, 10 ml de metales traza (cloruro férrico 27,0 g/l, cloruro de zinc 2,00 g/l, cloruro de 
cobalto 2,00 g/l, molibdato de sodio 2,00 g/l, cloruro de calcio 1,00 g/l, sulfato cúprico 1,90 g/l, ácido bórico 0,50 g/l, 
cloruro de manganeso 1,60 g/l, citrato de sodio dihidratado 73,5 g/l), 10 ml de vitaminas (biotina 0,060 g/l, ácido 10 
fólico 0,040 g/l, riboflavina 0,42 g/l, HCl de piridoxina 1,40 g/l, niacina 6,10 g/l, ácido pantoténico 5,40 g/l, hidróxido 
de sodio 5,30 ml/l), añadir agua para llevar hasta 10 l). Se mantuvo el fermentador a 37ºC y pH 7 con niveles de 
oxígeno disueltos mantenidos a un mínimo del 30% de saturación. Cuando la densidad de células alcanzó 13,1 
unidades de DO a 600 nm, se indujo el cultivo mediante la adición de 10 ml de N-(3-oxo-hexanoil)homoserina-
lactona 0,5 mg/ml. A las 6 horas tras la inducción, se enfrió el caldo hasta 10ºC y se recogieron las células mediante 15 
centrifugación a 4550 g durante 60 min a 5ºC. Entonces se almacenó la pasta de células a -80ºC. 

Ejemplo 3 

Replegamiento de proteína 

Se disolvió la pasta de E. coli (300 g) de la cepa 6397 que expresa mFc-TMP en 2250 ml de tampón de lisis (Tris 
HCl 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0) y se hizo pasar dos veces a través de un microfluidizador enfriado a 13.000 PSI. 20 
Entonces se centrifugó el homogeneizado a 11.300 g durante 60 minutos a 4ºC. Se desechó el sobrenadante y se 
resuspendió el sedimento en 2400 ml de agua usando una trituradora tisular. Entonces se centrifugó el 
homogeneizado a 11.300 g durante 60 minutos a 4ºC. Se desechó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento 
en volúmenes de 200 ml de agua usando una trituradora tisular. Se centrifugó el homogeneizado a 27.200 g durante 
30 minutos a 4ºC y se desechó el sobrenadante. Se resuspendió aproximadamente el 12,5% del sedimento en 28 ml 25 
de Tris HCl 20 mM, pH 8,0, con 35 mg de lisozima de clara de huevo de gallina (Sigma, St. Louis, MO) usando una 
trituradora tisular y se incubó a 37ºC durante 20 min. Tras la incubación, se centrifugó la suspensión a 27.200 g 
durante 30 minutos a 22ºC y se desechó el sobrenadante. Se resuspendió el sedimento en 35 ml de HCl de 
guanidina 8 M, Tris HCl 50 mM, pH 8,0, tras lo cual se añadieron 350 µl de DTT 1 M (Sigma, St. Louis, MO) y se 
incubó el material a 37ºC durante 30 minutos. Entonces se centrifugó la disolución a 27.200 g durante 30 minutos a 30 
22ºC. Entonces se transfirió el sobrenadante a 3,5 l de tampón de replegamiento (base de Tris 50 mM, HCl de 
arginina 160 mM, urea 3 M, glicerol al 20%, pH 9,5, cisteína 1 mM, HCl de cistamina 1 mM) a 1 ml/min con agitación 
suave a 4ºC. 

Ejemplo 4 

Purificación de constructo 35 

Tras aproximadamente 40 horas de incubación a 4ºC con agitación suave, se concentró la disolución de 
replegamiento descrita en el ejemplo 3 hasta 500 µl usando un aparato de ultrafiltración de flujo tangencial con un 
cartucho de 30 kDa (Satorius, Goettingen, Alemania) seguido por diafiltración frente a 3 l de Q-Buffer A (Tris HCl 20 
mM, pH 8,0). Se filtró el material concentrado a través de un filtro GF/A de Whatman y se cargó en una columna de 
flujo rápido de 86 ml de Q-Sepharose (2,6 cm de DI) (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a 15 ml/min. Tras 40 
lavar la resina con varios volúmenes de columna de Q-Buffer A, se eluyó la proteína usando un gradiente lineal de 
20 volúmenes de columna hasta el 60% de Q-Buffer B (Tris HCl 20 mM, NaCl 1 M, pH 8,0) a 10 ml/min. Se 
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combinaron las fracciones pico y se hizo pasar la combinación a través de un filtro de jeringa Mustang E (Pall 
Corporation, East Hills, NY) a 1 ml/min. Se filtró el material filtrado una segunda vez a través de un filtro de acetato 
de celulosa de 0,22 µm y se almacenó a -80ºC. 

Ejemplo 5 

Pegilación de proteína 5 

A una disolución con agitación, enfriada (4ºC), de mFc-TMP (3,5 ml, 0,8 mg/ml) en un tampón acetato de sodio 
100 mM, pH 5, que contenía NaCNBH3 20 mM, se le añadió un exceso molar de 3,8 veces de metoxipolietilenglicol 
aldehído (MPEG) (peso molecular promedio, 20 kDa) (Nektar). Se continuó agitando la mezcla de reacción a la 
misma temperatura. Se monitorizó el grado de la modificación de proteína durante el transcurso de la reacción 
mediante SEC HPLC usando una columna Superose 6 HR 10/30 (Amersham Biosciences) eluida con un tampón 10 
fosfato 0,05 M con NaCI 0,15 M, pH 7,0 a 0,4 ml/min. Tras 16 horas, el análisis de SEC HPLC indicó que la mayoría 
de la proteína se había conjugado con MPEG. En este momento, se cambió el tampón de la mezcla de reacción a 
un tampón Tris/HCl 20 mM, pH 8,12. Se aislaron los conjugados de MPEG-mFc-AMP2 mediante cromatografía de 
intercambio iónico usando una columna Hi Trap HP Q de 1 ml (Amersham Biosciences) equilibrada con un tampón 
Tris/HCl 20 mM, pH 8,12. Se cargó la mezcla de reacción en la columna a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min y se 15 
eluyó el MPEG aldehído que no había reaccionado con tres volúmenes de columna del tampón de partida. Se usó 
un gradiente lineal de 20 volúmenes de columna de desde el 0% hasta el 100% de tampón Tris/HCl 20 mM, pH 8,12, 
que contenía NaCl 0,5 M para eluir los conjugados de proteína-polímero. Las fracciones (2 ml) recogidas durante la 
separación por cromatografía de intercambio iónico se analizaron mediante HPLC SEC tal como se describió 
anteriormente. Se concentró una fracción que contenía los conjugados de mono- y di-MPEG-mFc-TMP en una razón 20 
aproximada de 2,3 a 1 (tal como se determinó mediante SEC HPLC), y se filtró de manera estéril. 

Ejemplo 6 

Pruebas in vivo  

Se dividieron ratones BDF1 (Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts) en grupos de 10 y se les 
inyectó en los días 0, 21 y 42 por vía subcutánea o bien agente de dilución (PBS de Dulbecco con albúmina sérica 25 
bovina al 0,1%) o bien agente de dilución con 50 µg de proteína de conjugado de mono- y di-MPEG-mFc-TMP de 
prueba (tal como se describió anteriormente) por kg de animal. Se dividió cada grupo por la mitad y se extrajo 
sangre (140 µl) del seno retroorbital en puntos de tiempo alternos (días 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 19, 24, 26, 28, 31, 33, 
40, 45, 47, 49, 52 y 59). El día 59, se anestesiaron los ratones con isoflurano antes de la extracción de sangre. Se 
analizó la sangre recogida para un recuento completo y diferencial usando un analizador de sangre automatizado 30 
ADVIA 120 con software murino (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). 

Ejemplo 7 

Fc-TMP humano liofilizado 

Estudios de exploración de la formulación liofilizada inicial 

El pepticuerpo Fc-TMP humano descrito en el presente documento en el ejemplo 7 corresponde a una forma 35 
dimérica de SEQ ID NO: 1017, en la que el Fc humano es SEQ ID NO: 1, que tiene una metionina iniciadora en el 
extremo N-terminal. 

Se evaluó la estabilidad de Fc-TMP mediante varias técnicas de cromatografía: HPLC de fase inversa, HPLC de 
intercambio catiónico, HPLC de exclusión molecular y SDS-PAGE, todas las cuales indicaban estabilidad a 
temperatura elevada. Se exploraron formulaciones que oscilaban en su concentración entre 0,1 y 40 mg/ml para la 40 
degradación tanto química como física a una temperatura acelerada, refrigerada y congelada. Se evaluó la 
estabilidad de Fc-TMP con respecto a un pH variable y la inclusión de manitol o glicina como agentes de formación 
de torta y sacarosa como lioprotector. Se eligieron finalmente manitol y sacarosa por una optimización adicional, 
después de que el otro candidato (glicina) no mostrase ninguna mejora en la estabilidad de la proteína. También se 
mostró que Tween-20 (polisorbato 20) inhibía la agregación tras la liofilización a lo largo de un intervalo de 45 
concentración del 0,002 al 0,1%. Se examinaron los siguientes tampones en estudios de exploración a lo largo de un 
intervalo de pH de 4-8: glicina, succinato, histidina, fosfato y Tris. A partir de estos estudios de exploración, se 
mostró que Fc-TMP formulado en tampón histidina a pH 5 con una pequeña cantidad de Tween-20 (0,004%) 
añadida era más óptimo para la estabilidad. 

Validación de sacarosa y Tween-20 en la formulación de Fc-TMP 50 

Los esfuerzos de desarrollo posteriores se centraron en validar el nivel de sacarosa, manitol y Tween-20 en la 
formulación a una concentración de proteína de aproximadamente 0,5 mg/ml (para adaptarse a los requisitos de 
dosificación anticipados en la práctica clínica). En estos estudios se demostró el efecto de la sacarosa, el manitol y 
Tween-20 en la optimización de la estabilidad. También se iniciaron estudios de seguimiento con el propósito de 
anticipar las cuestiones y problemas de fabricación. 55 
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La sacarosa es beneficiosa a la hora de minimizar la degradación química a temperatura elevada 

Se sometió a prueba el efecto de concentraciones de sacarosa y manitol variables sobre la estabilidad de Fc-TMP. 
Se formuló la proteína a 0,3 y 2 mg/ml con el fin de delimitar el intervalo de concentración anticipado en la práctica 
clínica. Además, se prepararon muestras con y sin Tween-20 al 0,004%. Se cambió la razón de sacarosa:manitol 
variando la cantidad de sacarosa y ajustando el nivel de manitol a cada concentración de sacarosa para mantener la 5 
isotonicidad. Se examinaron las siguientes razones de sacarosa:manitol (expresadas como porcentaje en peso por 
volumen): 0,2:5,1; 0,5:4,8; 1:4,5; 1,5:4,3 y 2:4. 

Se muestra que razones superiores de sacarosa:manitol minimizan la degradación química según se monitorizó 
mediante intercambio catiónico y HPLC de fase inversa. Tal como se muestra en la tabla 39, el pico principal en 
tanto por ciento se compara inicialmente y tras un almacenamiento a temperatura elevada de Fc-TMP durante 18 10 
semanas a 37ºC. La mayor pérdida de pico principal de intercambio catiónico se produce en la formulación líquida 
(Fc-TMP formulado en acetato 10 mM, sorbitol al 5% a pH 5), seguida por las formulaciones liofilizadas con 
sacarosa al 0,2, 0,5 y 1,0%, respectivamente. También se observó el efecto protector de la sacarosa minimizando la 
degradación química mediante el análisis de HPLC de fase inversa de muestras tras un almacenamiento a 
temperatura elevada (tabla 39). El pico principal en tanto por ciento (determinado a partir del análisis de HPLC de 15 
fase inversa de Fc-TMP) cae significativamente a los niveles de sacarosa bajos, pero no parece cambiar 
significativamente en formulaciones con concentraciones de sacarosa de más del 1%. Interpretados en conjunto, 
estos resultados indican que mantener los niveles de sacarosa al 1,5% o superior es crítico para la estabilidad de 
Fc-TMP tras la liofilización. 

Tabla 39 20 

Fc-TMP en histidina 10 mM, tamponado a pH 5 con Tween-20 
Pérdida de pico principal de RP y CEX-HPLC tras 18 semanas a 37ºC 

 RP-HPLC CEX-HPLC 
Formulación Tiempo cero 18 semanas Tiempo cero 18 semanas 
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% 78,6 72,2 79,8 62,6 
sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% 77,3 73,1 78,9 71,6 
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% 78,4 78,0 80,5 73,9 
sacarosa al 1,5%, manitol al 4,3% 73,2 79,8 80,5 78,7 
sacarosa al 2%, manitol al 4% 79,2 81,3 78,6 78,9 
acetato 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5 (control 
líquido) 

74,7 42,8 75,5 34,1 

Mientras el Fc-TMP en el control líquido (la formulación de acetato 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5) tiene un crecimiento 
significativo en el área previa y posterior al pico principal, la proteína muestra más degradación en la región posterior 
al pico principal tras el análisis de muestras liofilizadas con cantidades menores de sacarosa. El trabajo previo con 25 
muestras de estabilidad líquidas (tras almacenamiento a temperatura elevada) ha mostrado que surge desamidación 
a partir de la glutamina y la arginina en la proteína, lo que contribuye al crecimiento en la región previa al pico en 
muestras líquidas. 

A temperatura refrigerada, no se observa degradación química mediante intercambio catiónico ni HPLC de fase 
inversa en la formulación liofilizada tras un almacenamiento de largo plazo. Por ejemplo, los cromatogramas de 30 
intercambio catiónico no mostraron cambios evidentes a temperaturas variadas (-80ºC, 4ºC y temperatura ambiente 
controlada durante 6 meses). Debido a la falta de degradación química en la formulación liofilizada a lo largo del 
tiempo a la temperatura ambiente controlada e inferior, gran parte del trabajo de desarrollo de la formulación se 
centró en minimizar la agregación física asociada con el secado por congelación. 

Tween-20 minimiza la agregación inducida mediante liofilización 35 

Es necesaria la inclusión de Tween-20 a una concentración baja (0,004%) para minimizar una pequeña cantidad de 
agregación que resulta evidente tras la liofilización. Esto puede demostrarse examinando los resultados relevantes a 
partir de varios estudios de estabilidad en los se evalúan muestras para determinar su estabilidad con y sin la 
adición de Tween-20. 

En primer lugar se usó una concentración de proteína más alta de Fc-TMP para explorar un intervalo amplio de 40 
Tween-20 con el fin de investigar la cantidad necesaria para minimizar la agregación. La concentración de Fc-TMP 
en este estudio era de 20 mg/ml, con los niveles de Tween-20 fijados al 0,002, al 0,004, al 0,006 y al 0,01%. Tras un 
almacenamiento durante un año a 4ºC, la agregación está limitada a <0,1% en todas las formulaciones con Tween-
20. Los resultados a los seis meses tampoco mostraron una agregación significativa. Se eligió Tween-20 al 0,004% 
para su consideración adicional en los estudios de formulación, tal como se comenta en el presente documento, 45 
diseñados para Fc-TMP a 0,5 mg/ml. 

La tabla 40 muestra la cantidad de agregación en Fc-TMP monitorizado en el tiempo cero, 3 y 11 meses tras el 
almacenamiento a 4ºC. En este estudio, se liofilizó Fc-TMP a 0,5 mg/ml en la formulación mencionada anteriormente 
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y en formulaciones con razones de sacarosa:manitol variables sin Tween-20 añadido. Además, se hizo un 
seguimiento de la estabilidad en la formulación actual sin Tween-20 y tamponada a pH 4,5, 5 y 5,5. Los resultados 
muestran que sólo la formulación mencionada anteriormente tiene una agregación mínima a pH 5. En formulaciones 
sin Tween-20, la agregación varía desde el 0,5% hasta aproximadamente el 5%. La agregación también es mayor a 
pH 4,5 y 5,5 en comparación con la detectada a pH 5. Las razones de sacarosa:manitol inferiores (formulaciones de 5 
sacarosa al 0,2, al 0,5 y al 1%) tiene una agregación mayor, ya que los niveles son normalmente de 
aproximadamente el 5%. A lo largo del tiempo, el nivel de agregación se mantiene constante en la formulación 
mencionada anteriormente y en la formulación sin Tween-20 hasta el punto de tiempo de 1 año. 

Tabla 40 

Fc-TMP en histidina 10 mM, formulaciones variadas, 0,5 mg/ml 10 
Agregación en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC 

Formulación Tiempo cero 3 meses 11 meses1 
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,0 (con Tween-20 al 
0,004%) 

<0,1 <0,1 <0,1 

sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 4,5 2,4 2,9 - 
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,0 0,5 1,6 0,8 
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,5 2,3 2,5 - 
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1%, pH 5,0 4,8 7,3  
sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8%, pH 5,0 5,1 4,4 - 
sacarosa al 1%, manitol al 4,5%, pH 5,0 4,5 4,3 - 

1 Las muestras de formulación optimizadas se seleccionaron para la evaluación en el punto de tiempo de 
11 meses. 

Se diseñaron estudios de formulación adicionales para confirmar el efecto beneficioso de Tween-20 minimizando la 
agregación. Todas las muestras en estos estudios se formularon a pH 5 con y sin Tween-20 al 0,004%. La tabla 41 
enumera la agregación en tanto por ciento tras el almacenamiento a 4ºC durante intervalos de tiempo de cero, 18 
semanas y 1 año de estabilidad. En el tiempo cero, inmediatamente tras la liofilización, se minimiza la agregación en 15 
todas las muestras con Tween-20 al 0,004%. Se observan pequeñas cantidades de agregación en muestras sin 
Tween-20, encontrándose la mayor cantidad en la formulación con sacarosa al 0,2%. La eficacia de Tween-20 
minimizando la agregación también se prolonga hasta el punto de tiempo de 18 semanas, encontrándose una 
agregación en tanto por ciento mayor en muestras que carecen de Tween-20 y a razones de sacarosa:manitol bajas. 
Tras el almacenamiento durante un año a 4ºC, la agregación también es baja de manera constante en las muestras 20 
que contienen Tween-20. 

Tabla 41 

Fc-TMP en histidina 10 mM, formulaciones variadas, 0,3 mg/ml, pH 5 
Agregación en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC tras almacenamiento a 4ºC 

Formulación Tiempo cero 4 meses 1 año1 
sacarosa al 2%, manitol al 4% (con Tween-20 al 0,004%) <0,1 0,2 <0,1 
sacarosa al 2%, manitol al 4% 0,2 0,2 - 
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% (con Tween-20 al 
0,004%) 

<0,1 <0,1 <0,1 

sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% 1,1 1,3 - 
sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% (con Tween-20 al 
0,004%) 

<0,1 0,2 <0,1 

sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% 0,2 0,8 - 
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% (con Tween-20 al 0,004%) <0,1 <0,1 <0,1 
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% 0,1 0,3 - 
sacarosa al 1,5%, manitol al 4,8% (con Tween-20 al 
0,004%) 

<0,1 <0,1 <0,1 

sacarosa al 1,5%, manitol al 4,8% 0,1 0,3 - 

1 Las muestras con Tween-20 se seleccionaron para la evaluación en el punto de tiempo de 1 año. 

Otro estudio de estabilidad, diseñado para someter a prueba la eficacia de antioxidantes minimizando la degradación 25 
química, reforzó el efecto protector de Tween-20. Los antioxidantes no tuvieron un impacto sobre la minimización de 
la degradación química tras almacenamiento a temperatura elevada. Sin embargo, la formulación mencionada 
anteriormente, con Tween-20 al 0,004% y a una concentración de Fc-TMP de 0,2 mg/ml, tuvo una agregación del 
<0,1% en el tiempo cero y del 0,1% tras 5 meses de almacenamiento a 4ºC. La misma formulación sin Tween-20 
tuvo una agregación del 0,4% en el tiempo cero y una agregación del 1% tras almacenamiento durante 5 meses. 30 

Los resultados del estudio de estabilidad presentados en las tablas II, III y los estudios mencionados anteriormente 
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ilustran el efecto protector de Tween-20 minimizando la agregación tras la liofilización. El crecimiento de agregación 
a lo largo del tiempo es mínimo, al no mostrar los puntos de tiempo que se prolongan hasta 1 año a 4ºC ningún 
aumento significativo en la agregación en muestras formuladas con Tween-20 al 0,004%. Basándose en estos 
resultados de estudio de estabilidad que muestran que la adición de Tween-20 minimiza la agregación tras la 
liofilización, se inició un trabajo de ampliación a escala con la formulación recomendada. 5 

Estudios de aumento a escala 

La agregación depende de la concentración 

Se diseñó un estudio de aumento a escala inicial para simular las condiciones de fabricación y examinar la robustez 
de la formulación con respecto un estrés por envío y la estabilidad tras la reconstitución. Se cambió el tampón de 
Fc-TMP al tampón de formulación usando un dispositivo de filtración de flujo tangencial, similar a procesos de escala 10 
mayor. Posteriormente se diluyó la proteína hasta concentraciones de 0,5 y 0,1 mg/ml añadiéndose también 
Tween-20 antes de la etapa de filtración final. Tras cargarse las muestras, se llevó a cabo la liofilización. A 
continuación se expone un proceso de liofilización a modo de muestra: 

Etapas de tratamiento térmico 
 Temp. Tiempo Varía/Se mantiene 
Etapa n.º 1 -50 120 V 
Etapa n.º 2 -50 120 M 
Etapa n.º 3 -13 60 V 
Etapa n.º 4 -13 360 M 
Etapa n.º 5 -50 60 V 
Etapa n.º 6 -50 60 M 
 

Temp. de congelación -50ºC 
Congelación adicional 0 min 
Punto de ajuste de condensador -60ºC 
Punto de ajuste de vacío 100 mTorr 
 15 

Etapas de secado primario 
 Temp. Tiempo Vac. Varía/Se mantiene  
Etapa n.º 1 -50 15 100 M 
Etapa n.º 2 -25 120 100 V 
Etapa n.º 3 -25 600 100 M 
Etapa n.º 4 -25 600 100 M 
Etapa n.º 5 0 800 100 V 
Etapa n.º 6 25 800 100 V 
Etapa n.º 7 25 800 100 M 
Etapa n.º 8 25 800 100 M 
Etapa n.º 9 25 0 100 M 
Etapa n.º 10 25 0 100 M 
Etapa n.º 11 25 0 100 M 
Etapa n.º 12 25 0 100 M 
Etapa n.º 13 25 0 100 M 
Etapa n.º 14 25 0 100 M 
Etapa n.º 15 25 0 100 M 
Etapa n.º 16 25 0 100 M 
Tras el calor 25 100 100 M 
Temperatura secundaria 28ºC 

El almacenamiento pasivo a 4ºC dio como resultado más agregación a la concentración de Fc-TMP baja (0,1 mg/ml). 
En el tiempo cero, se determinó mediante SEC-HPLC que la agregación era del 0,4% en la formulación de 
0,1 mg/ml, mientras que se detectó una agregación del 0,1% en la proteína formulada a 0,5 mg/ml. Tras seis meses 
de almacenamiento a temperatura refrigerada, la agregación se mantuvo a los mismos niveles que los observados 
para las muestras de tiempo cero para ambas concentraciones de Fc-TMP, en concordancia con los resultados de 20 
estudios de estabilidad previos. Debido a la mayor cantidad de agregación observada a la concentración más baja 
(0,1 mg/ml) se decidió que 0,5 mg/ml sería la más adecuada como la concentración de elección para el trabajo de 
aumento a escala adicional. 

La agregación no aumenta tras un esfuerzo cortante simulado 

También se sometieron a transporte por tierra y por aire simulado muestras liofilizadas (no reconstituidas) del 25 
estudio de aumento a escala inicial con la ayuda de equipo de simulación de estrés. En resumen, se siguió el 
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protocolo explicado en la norma ASTM (American Society of Testing Methods), método n.º D-4728. Se llevó a cabo 
el transporte por tierra y por aire simulado usando una mesa de vibración electrodinámica, modelo S202, y un 
amplificador de potencia, modelo n.º TA240 (Unholtz-Dickie Corporation, Wallingford, CT). Tras el estrés por 
transporte, se comparó el aspecto físico de las tortas liofilizadas con controles pasivos, con el resultado de que no 
resultaba evidente ningún cambio morfológico de la torta. La estabilidad tanto química como física fueron 5 
aceptables, con agregación constante en las muestras sometidas a estrés y en los controles pasivos (<0,1% en las 
muestras 0,5 mg/ml muestras en comparación con el 0,4% en las muestras 0,1 mg/ml). 

Se examinó la estabilidad tras la reconstitución en este estudio preparando muestras recién reconstituidas e 
incubando durante 3, 7 y 14 días o bien de manera pasiva, con volteo lento, o bien con agitación vigorosa. La tabla 
42 muestra los resultados para las formulaciones 0,1 y 0,5 mg/ml. Como era de esperar, la cantidad de agregación 10 
se minimiza en las formulaciones a 0,5 mg/ml. En comparación con el volteo lento a lo largo del tiempo frente a las 
muestras no volteadas, no resulta evidente ningún aumento significativo en la agregación a lo largo del periodo de 
14 días. La cantidad de dimerización en estas formulaciones (sin volteo y con volteo) también es constante. De 
manera interesante, los resultados de agitación parecen reflejar una tendencia; es decir la agregación cae hasta 
menos de niveles detectables tras el tiempo cero en las muestras tanto 0,1 como 0,5 mg/ml. Al mismo tiempo, hay 15 
un aumento correspondiente en la cantidad de dimerización observada en la mayoría de las muestras agitadas en 
cada punto de tiempo, lo que sugiere que existe cierta reversibilidad al pasar del agregado al estado de dímero tras 
someter Fc-TMP a esfuerzo cortante.  

Tabla 42 

Fc-TMP en histidina 10 mM, con sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20 al 0,004%, pH 5 20 
Dimerización y agregación en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC tras almacenamiento a 4 

0,1 mg/ml Tiempo cero 
agreg., dímero 

3 días 
agreg., dímero 

7 días 
agreg., dímero 

14 días 
agreg., dímero 

Sin volteo 0,4, 0,3 1,2, 0,6 1,1, 0,4 1,0, 0,4 
Con volteo 0,4, 0,3 0,7, 0,4 0,7, 0,3 1,1, 0,3 
Con agitación 0,4, 0,3 <0,1, 0,9 <0,1, 0,1 <0,1, 1,6 

0,5 mg/ml     
Sin volteo 0,1, 0,5 0,2, 0,5 0,2, 0,5 0,2, 0,6 
Con volteo 0,1, 0,5 0,2, 0,6 0,1, 0,6 0,1, 0,6 
Con agitación 0,1, 0,5 <0,1, 0,9 <0,1, 1,0 <0,1, 2,2 

Un secado secundario durante 12 horas en el ciclo de liofilización es suficiente para minimizar la humedad residual 

Se llevó a cabo un segundo estudio de aumento a escala en el que se cambió el tampón de Fc-TMP y se diluyó 
hasta 0,5 mg/ml en la formulación recomendada. Se consiguió la liofilización con un ciclo que consistía en una etapa 
de congelación inicial a -50ºC, seguido por templado a -13ºC. Entonces se redujo la temperatura hasta -50ºC, se 25 
mantuvo durante una hora y se inició el secado primario a -50ºC con un punto de ajuste de vacío de 100 mTorr. Tras 
un breve periodo de reposo a -50ºC, se redujo la temperatura hasta -25ºC a lo largo de un periodo de dos horas, se 
mantuvo a -25ºC durante 20 horas, y entonces se aumentó gradualmente hasta 25ºC tras aproximadamente 27 
horas para el comienzo del secado secundario. Se continuó con el secado secundario durante un mínimo de 12 
horas a 25ºC. Durante el ciclo de liofilización, se tomaron muestras tras 12, 18 y 24 horas de secado secundario con 30 
el fin de comprobar la estabilidad y comparar el nivel de humedad residual. Los resultados muestran que la humedad 
residual, medida mediante la valoración de Karl Fisher, es de aproximadamente el 0,6% o menos (tabla 43) en todas 
las muestras examinadas. La humedad es baja de manera similar en las tortas de placebo de tampón. Basándose 
en este trabajo, el tiempo de secado secundario del ciclo de liofilización puede acortarse hasta un intervalo de entre 
12-18 horas. 35 

Tabla 43 

Humedad residual en Fc–TMP 
Tiempos de secado secundario mantenidos a 12, 18 y 24 horas 

Tiempo de secado secundario Humedad en tanto por ciento según Karl Fisher 
12 horas 0,23 
12 horas 0,38 
Placebo con tampón 0,43 
  
18 horas 0,63 
18 horas 0,28 
Placebo con tampón 0,3 
  
24 horas 0,46 
24 horas 0,37 
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Placebo con tampón 0,31 

Los resultados de estabilidad también son comparables a lo largo de este intervalo de tiempo de secado secundario, 
ya que las muestras no tienen diferencias con respecto a la estabilidad química o física. Por ejemplo, la cantidad de 
agregación es del <0,1% para todas las muestras examinadas, mientras el porcentaje de dímero está 
constantemente al 0,1%. Estos resultados confirman que el tiempo de secado secundario puede acortarse a menos 
de 24 horas sin afectar a la estabilidad inicial de la proteína. 5 

Se llevó a cabo un trabajo adicional para evaluar la robustez de la formulación con respecto a concentraciones de 
excipientes variables. Dado que el trabajo de estabilidad previo había mostrado que la sacarosa, por ejemplo, puede 
tener un impacto sobre la estabilidad, fue necesario examinar la robustez de Fc-TMP tras cambios menores en los 
niveles de excipientes. 

Estudio estadístico de Fc-TMP 10 

Robustez de la formulación 

Se diseñó una estudio estadístico inicial para examinar cambios menores en variables de formulación tales como el 
pH de la formulación, la concentración de tampón histidina y la razón de sacarosa:manitol, usando un paquete de 
software E-chip. Estas muestras se liofilizaron pero se usó un ciclo de secado por congelación no óptimo, que dio 
como resultado una agregación mayor que la observada normalmente. El estudio fue un estudio de exploración, 15 
asumiendo una superficie de respuesta lineal. Los resultados de la evaluación de estabilidad mostraron que el pH 
(de 4,7 a 5,3) y la concentración de tampón histidina (variada desde 5 hasta 15 mM), tenían poco impacto sobre la 
estabilidad de Fc-TMP. Con el fin de verificar la contribución de Tween-20 y la razón de sacarosa:manitol a la 
estabilidad global de Fc-TMP, se inició un estudio de diseño estadístico de seguimiento usando el ciclo de 
liofilización más óptimo. 20 

Estudio de estabilidad estadístico cuadrático 

El segundo estudio de diseño estadístico examinó las variaciones en Tween-20 (al 0,001%, al 0,0045% y al 
0,008%), la razón de sacarosa:manitol (1,7:4,2, 2:4 y 2,3:3,8), y las variaciones en la concentración de proteína (0,3, 
0,65 y 1 mg/ml). También se ajustó el pH de las formulaciones a 4,7, 5 y 5,3, y se varió la concentración de tampón 
histidina desde 7, 10 y 13 mM. Se prepararon muestras y se liofilizaron usando un liofilizador Virtis (SP Industries, 25 
Inc., Gardiner, NY), con un ciclo conservativo optimizado usado para los estudios de estabilidad previos. Se 
interpretaron los resultados de estabilidad usando E-chip (paquete de software de diseño estadístico, Hockessin, 
DE) de dos maneras: una evaluación del impacto de variables de formulación sobre la cantidad de agregación y 
dimerización observada en el tiempo cero, y del efecto de variables de formulación a la hora de afectar a la 
estabilidad de almacenamiento a temperatura elevada (37ºC) medida mediante las tasas de cambio con respecto al 30 
tiempo cero. 

Resultados de formulación de tiempo cero del estudio estadístico cuadrático 

Los resultados de la evaluación de tiempo cero mostraron que, como era de esperar, Tween-20 minimiza la 
agregación, sin embargo la concentración de proteína también era significativa a la hora de reducir la tendencia a la 
agregación tras el secado por congelación. El programa de software E-chip evalúa los efectos que diferentes 35 
variables de entrada (las condiciones de formulación) tienen sobre la agregación y dimerización de Fc-TMP durante 
el secado por congelación. Con respecto a la dimerización de Fc-TMP en el tiempo cero, se consideró que ningún 
excipiente de la formulación (basándose en los resultados de E-chip) tenía un efecto significativo. Varias variables 
de formulación tenían un impacto sobre la cantidad de agregación observada tras el secado por congelación de Fc-
TMP. Basándose en los resultados de resumen proporcionados por E-chip, la concentración de Fc-TMP tenía el 40 
mayor efecto sobre el grado de agregación observado en el tiempo cero, seguido por el nivel de Tween-20. Se 
observa que la agregación es máxima, en el tiempo cero, en las muestras de baja concentración. Del mismo modo, 
cantidades mayores de Tween-20 tienen un mayor efecto protector a la hora de minimizar la agregación en el tiempo 
cero, aunque esta tendencia no es tan significativa como el efecto de la concentración de proteína. Se observaron 
cantidades mayores de agregación en este estudio en comparación con resultados de estudio previos, y se observó 45 
aproximadamente un 0,5% de agregación en algunas muestras a las concentraciones de proteína menores con 
Tween-20. 

Se observó que la variabilidad en la agregación cae a medida que aumenta la concentración de proteína. A 
0,5 mg/ml y concentraciones mayores, Fc-TMP tiene una agregación promedio menor que en muestras formuladas a 
o menos de 0,3 mg/ml. 50 

Tween-20 al 0,004% es eficaz a la hora de minimizar la agregación tras un almacenamiento a temperatura elevada 

También se usó el diseño estadístico para evaluar los cambios tras el almacenamiento a temperatura elevada. Se 
compararon las tasas de agregación en las condiciones de formulación variadas tras 16 días a 37ºC restando los 
resultados de temperatura elevada de los resultados iniciales (tiempo cero) y normalizando a un tiempo de un mes. 
Por tanto, las tasas que son negativas se refieren a una pérdida evidente de la propiedad medida a lo largo del 55 
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tiempo. Se determinaron las variables de respuesta (que corresponden a los resultados de los ensayos) a través de 
RP-HPLC (pureza de pico principal en tanto por ciento y tanto por ciento antes del pico), HPLC de intercambio 
catiónico (pureza de pico principal en tanto por ciento), HPLC de exclusión molecular (agregación y formación de 
dímeros) y NIR-agua (humedad residual mediante espectroscopía infrarroja, que se correlacionó con los resultados 
de valoración de Karl Fisher en algunas muestras para verificar la precisión). 5 

Los resultados de una comparación de las tasas de cambio obtenidas de cada técnica de ensayo muestran que los 
cambios en la agregación y la oxidación por RP-HPLC eran estadísticamente significativos con respecto a la 
concentración de Fc-TMP y el cuadrado de la concentración de Tween-20, hasta dentro de dos desviaciones 
estándar. El término cuadrado de Tween-20 surge de la manera más probable de la naturaleza cuadrática del 
estudio, que asume una superficie de respuesta curvada. En este caso, el término de Tween-20 cuadrado se adapta 10 
mejor al modelo, además de sugerir posiblemente que hay un efecto interactivo con el mismo que afecta a la 
estabilidad. Las otras respuestas medidas, tales como la pureza de pico principal de HPLC de intercambio catiónico, 
o las condiciones de pH variadas, por ejemplo, no presentaban ninguna respuesta significativa a la hora de afectar a 
la estabilidad de la proteína. 

Como es el caso con el estudio de aumento a escala inicial comentado previamente (muestras con volteo, sin volteo 15 
y agitadas), la cantidad de agregación es menor tras el almacenamiento a alta temperatura. La tasa de cambio en 
estas muestras se usó para hacer predicciones basándose en el modelo estadístico (estudio cuadrático) para 
anticipar el efecto protector de Tween-20. La tabla 44 muestra predicciones para la cantidad de agregación 
esperada, basándose en el modelo de diseño estadístico, ya que la concentración de Tween-20 se aumenta desde 
el 0 hasta el 0,008%. Tal como se muestra, la tasa de agregación, normalizada a un mes a 37ºC, es negativa 20 
(indicando la pérdida de agregado en estas condiciones) con la excepción de Tween-20 al 0%, en cuyo caso se 
predice que la agregación crecería. La tasa de pérdida de agregado parece alcanzar una meseta a concentraciones 
de Tween-20 del 0,002% y superiores, sugiriendo que Tween-20 a niveles bajos (0,002-0,006%) es suficiente a la 
hora de minimizar la degradación física. La tasa de crecimiento de dímero es correspondientemente similar en estas 
condiciones y no está correlacionada estadísticamente con ninguno de los excipientes de la formulación, tal como se 25 
mencionó previamente. 

Tabla 44 

Predicciones de modelo cuadrático estadístico 
Concentración de Tween-20 y Fc-TMP variada 

Basadas en 16 días de incubación a 37ºC (normalizadas a un mes) 30 

% de Tween 20 Fc-TMP (mg/ml) % de agregación 
mediante SEC 

límites de 
predicción 

% de oxidación 
mediante RP-

HPLC 

límites de 
predicción 

0 0,5 0,09 (-0,32, 0,50) 0,47 (-2,59, 1,65) 
0,002 0,5 -0,35 (-0,69, -0,0) -0,68 (-2,44, 1,08) 
0,004 0,5 -0,53 (-0,87, -0,19) -0,58 (-2,32, 1,17) 
0,006 0,5 -0,45 (-0,78, -0,12) -0,17 (-1,86, 1,52) 
0,008 0,5 -0,12 (-0,46, 0,21) 0,54 (-1,18, 2,26) 
0,004 0,3 -0,59 (-0,94, -0,25) 0,58 (-1,18, 2,34) 
0,004 0,1 -0,63 (-1,10, -0,16) 2,69 (0,28, 5,09) 

La tasa de cambio en la oxidación medida mediante RP-HPLC a 0,5 mg/ml, asumiendo que esto corresponde a 
cambios en la región previa al pico de cada cromatograma, no es estadísticamente significativa con respecto al 
término cuadrado de Tween-20. En este caso, el modelo (tal como se muestra en la tabla 44) predice que a cuando 
se varía la concentración de Tween-20, la tasa de oxidación concuerda con los límites de los intervalos de 
predicción. La concentración de proteína afecta a la oxidación, ya que la tasa de crecimiento aumenta desde 0,58 35 
hasta 2,69 a medida que la concentración de proteína cae desde 0,3 hasta 0,1 mg/ml (mientras se mantiene el 
Tween-20 constante al 0,004%).  

Estos resultados sugieren que mantener la concentración de Tween-20 entre el 0,002 y el 0,006% es deseable 
desde un punto de vista de la estabilidad. La cantidad de proteína también es importante, ya que la estabilidad es 
peor a concentraciones por debajo de 0,5 mg/ml. 40 

Estabilidad a temperatura refrigerada 

Considerando lo anterior, se usó la siguiente formulación para evaluar la estabilidad a temperatura refrigerada de Fc-
TMP liofilizado: Fc-TMP 0,5 mg/ml en histidina 10 mM tamponada a pH 5, sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20 
al 0,004%. 

Se monitorizó la formulación para determinar la estabilidad a temperatura refrigerada durante un periodo de un año. 45 
La tabla 45 muestra los resultados de estabilidad de este estudio, enumerándose los resultados desde el tiempo 
cero, 3 meses y 1 año. Tal como se muestra, la pureza de pico principal en tanto por ciento, medida mediante HPLC 
de fase inversa y de intercambio catiónico, no parece disminuir con el tiempo. Las diferencias menores en la pureza 
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de pico principal a lo largo del tiempo son típicas de la variación normal en la resolución de las columnas de 
cromatografía y también se observan en el patrón congelado. La agregación en tanto por ciento es constante y no 
parece crecer después de un año. 

Tabla 45 

Pico principal en tanto por ciento mediante HPLC de fase inversa 
 Punto de tiempo 
Concentración 0 3 meses 1 año 
0,3 81,0 82,5 82,4 
0,5 69,0 82,7 83,4 
1,0 80,6 82,4 83,2 
Material de partida congelado 82,4 84,0 84,5 
    
Pico principal en tanto por ciento mediante HPLC de intercambio catiónico 
 Punto de tiempo 
Concentración 0 3 meses 1 año 
0,3 67,0 71,8 81,8 
0,5 73,5 83,1 80,0 
1,0 74,2 79,7 80,5 
Material de partida congelado 75,3 77,0 83,6 
    

Agregación en tanto por ciento mediante HPLC de exclusión molecular 
 Punto de tiempo 
Concentración 0 3 meses 1 año 
0,3 <0,1 0,1 0,1 
0,5 <0,1 <0,1 0,1 
1,0 <0,1 <0,1 <0,1 
Material de partida congelado 0,1 0,1 <0,1 

Fc-TMP se formula en histidina 10 mM, tamponada a pH 5,0 con sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20 al 5 
0,004%. Se ha mostrado que un pH 5 es más óptimo para la estabilidad, y que la razón de sacarosa:manitol es 
crítica a la hora de minimizar la degradación química tras el almacenamiento a temperatura elevada para este 
sistema de proteína. Se necesita Tween-20 a una concentración baja con el fin de minimizar la cantidad de 
agregación que se produce como resultado del proceso de liofilización. Estudios de estabilidad para aplicaciones de 
aumento a escala respaldan estas conclusiones. También se han diseñado estudios estadísticos que validan el nivel 10 
de cada excipiente en la formulación, incluyendo la necesidad de que la concentración de proteína esté a 0,5 mg/ml. 
La estabilidad a temperatura refrigerada de la formulación recomendada no muestra una degradación significativa 
tras el almacenamiento durante un año a 4ºC. 

Ejemplo 8 

Péptido de unión a Fc-Ang-2 liofilizado 15 

Con el fin de determinar la formulación óptima para el péptido de unión a Fc-Ang-2 liofilizado, se llevaron a cabo 
análisis que evaluaban la agregación y estabilidad del péptido de unión a Fc-Ang-2 a diversos valores de pH, 
concentraciones de excipientes y concentraciones de proteína. 

El péptido de unión a Fc-Ang-2 consiste en dos moléculas de polipéptido farmacéuticamente activas unidas al 
extremo C-terminal de la parte de Fc de una molécula de anticuerpo anti-IgG1. La molécula está compuesta por 574 20 
residuos de aminoácido con un peso molecular total de 63.511 Daltons. El pI de la molécula es de 5,45. Hay dos 
enlaces disulfuro en cada uno de los polipéptidos activos. Hay un total de 20 residuos de cisteína por toda la 
molécula, la mayoría de los cuales están oxidados en puentes disulfuro. La secuencia del péptido de unión a Fc-
Ang-2 es tal como sigue: 

 25 

ES 2 599 318 T3

 



136 

La parte de Fc de la IgG1 termina en K228. G229-G233 compone una secuencia de grupo de unión. El polipéptido 
activo comienza en A234 y se extiende al resto de la secuencia. 

Examen de pH del péptido de unión a Fc-Ang-2 liofilizado 

El examen de pH sometió a prueba la estabilidad de un péptido de unión a Fc-Ang-2 a pH 4,0, 7,0 y 8,0. A pH 4,0, 
los tampones sometidos a prueba incluían ácido glutámico, citrato de sodio y succinato de sodio, cada a una 5 
concentración de 10 mM. A pH 7,0, los tampones examinados eran histidina y Tris, ambos a una concentración de 
10 mM. También se examinaron histidina y Tris a pH 8,0, cada uno a 10 mM. Cada uno de los tampones contenía 
manitol al 4% como agente de formación de torta de liofilización y sacarosa al 2% como excipiente. Además, se 
examinó el tampón histidina a pH 7,0 con y sin la presencia de un tensioactivo, Tween 20 al 0,01% (p/p). Se diluyó la 
proteína hasta 5 mg/ml con cada uno de los tampones de formulación. Entonces se dializó esta disolución en cada 10 
uno de los tampones de formulación usando tubos de diálisis con un límite de exclusión de peso molecular de 
10.000 Da, realizándose un total de 6 intercambios con un mínimo de 4 horas de equilibrado entre intercambios. 
Tras la diálisis, se pusieron alícuotas de la proteína en viales de vidrio de 3 cc con un volumen de llenado de 1 ml. 
Entonces se liofilizaron estos viales usando un instrumento de secado por congelación de escala de laboratorio. Tras 
la liofilización, se sellaron los viales y se almacenaron para su incubación a 4ºC, 29ºC y 37ºC, tomándose viales 15 
individuales y analizándose en diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilización 
y prolongándose hasta un periodo de 24 meses. Se reconstituyeron las muestras con el volumen apropiado de agua 
y se analizaron para determinar la estabilidad de proteína usando cromatografía de líquidos de exclusión molecular y 
electroforesis en gel (que detectan agregación, dimerización y escisión proteolítica), cromatografía de líquidos de 
intercambio aniónico (que detecta oxidación). Además, se analizaron las propiedades de la torta, tal como tiempos 20 
de reconstitución y humedad, y las propiedades de la disolución líquida reconstituida (tal como pH). 

Estudio de excipientes de péptido de unión a Fc-Ang-2 liofilizado 

Se realizó el examen de excipientes en un único tampón, histidina 10 mM a pH 7,0. Los dos excipientes comparados 
en este estudio fueron arginina al 0,85% y sacarosa al 1%. El agente de formación de torta usado con arginina fue 
manitol al 4%, y el agente de formación de torta usado con sacarosa fue glicina al 2%. Se sometió a prueba cada 25 
una de las formulaciones a concentraciones de proteína de 1 mg/ml, 30 mg/ml y 60 mg/ml. Además, se sometió a 
prueba una formulación que contenía una combinación de manitol-sacarosa a 30 mg/ml. Cada una de las 
formulaciones contenía Tween 20 al 0,01%. La proteína se concentró en primer lugar hasta 70 mg/ml y se dializó en 
la formulación apropiada usando un dispositivo de ultrafiltración/diafiltración de escala de laboratorio. Entonces se 
diluyó la proteína hasta cada una de las tres concentraciones con el tampón de formulación apropiado. Entonces se 30 
pusieron alícuotas de la proteína en viales de vidrio de 3 cc con un volumen de llenado de 1 ml. Entonces se 
liofilizaron los viales usando un instrumento de secado por congelación de escala de laboratorio. Tras la liofilización, 
se sellaron los viales y se almacenaron para su incubación a 4ºC, 29ºC, 37ºC y 52ºC, tomándose viales individuales 
y analizándose en diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilización y 
prolongándose hasta un periodo de 24 meses. Se analizaron las muestras para determinar la estabilidad de proteína 35 
usando cromatografía de exclusión molecular, cromatografía de intercambio aniónico y SDS-PAGE. También se 
analizaron las propiedades de la torta liofilizada y las disoluciones líquidas reconstituidas. 

Examen de concentración de péptido de unión a Fc-Ang-2 liofilizado 

Se realizó el examen de concentración en histidina 10 mM a pH 7,2, con manitol al 4% como agente de formación de 
torta y sacarosa al 2% como excipiente. Se concentró la proteína hasta aproximadamente 140 mg/ml y se dializó en 40 
la formulación usando un dispositivo de ultrafiltración/diafiltración de escala de laboratorio. Entonces se diluyó la 
proteína dializada hasta 30 mg/ml, 60 mg/ml y 120 mg/ml en el tampón de formulación. Entonces se pusieron 
alícuotas de las disoluciones en viales de vidrio de 3 cc a un volumen de llenado de 1 ml. Se liofilizaron los viales 
usando un instrumento de secado por congelación de escala de laboratorio. Tras la liofilización, se sellaron los viales 
y se almacenaron para su incubación a 4ºC, 29ºC, 37ºC y 52ºC, tomándose viales individuales y analizándose en 45 
diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilización y prolongándose hasta un 
periodo de 24 meses. Se analizaron las muestras para determinar la estabilidad de proteína usando cromatografía 
de exclusión molecular, cromatografía de intercambio aniónico y SDS-PAGE. También se analizaron las 
propiedades de la torta liofilizada y las disoluciones líquidas reconstituidas. 

Conclusión 50 

Considerando lo anterior, la(s) formulación/formulaciones óptima(s) comprende(n) histidina 10 mM, manitol al 4%, 
sacarosa al 2%, Tween-20 al 0,01%, pH 7,0. 

Ejemplo 9  

Péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado ‘ 

Con el fin de determinar la formulación óptima para el péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado, se llevaron a cabo 55 
análisis que evaluaron la agregación y estabilidad del péptido de unión a Fc-Agp-3 a diversos valores de pH, 
concentraciones de excipiente, y concentraciones de proteína. 
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Péptido de unión a Fc-Agp-3 es un pepticuerpo unido a N contra el factor activador de célula B (BAFF) dirigido 
contra enfermedades relacionadas con células B. El pepticuerpo se construye con dos polipéptidos unidos por 
disulfuro no glicosilados con una masa total de ∼63,6 kD. Se ha estimado que el punto isoeléctrico para este 
pepticuerpo es de pH 7,36. 

SECUENCIA DE Fc (SEQ ID NO: 1696):  5 

 

SECUENCIA PEPTÍDICA DE UNIÓN A Agp-3 (SEQ ID NO: 1697):  

 

Por tanto, la secuencia del péptido de unión a Fc-Agp-3 es tal como sigue:  

 10 

Examen de pH amplio del péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado a 10 mg/ml 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba estabilidad 
a temperaturas elevadas. Para evaluar las propiedades de estabilidad y reconstitución del péptido de unión a Fc-
Agp-3 liofilizado a lo largo del intervalo de pH de 3,85-7,6, se formularon 10mg/ml del péptido de unión a Fc-Agp-3 
en diversos tampones 10 mM en presencia de manitol al 2,5% y sacarosa al 2,0%. Se sometieron a prueba los 15 
siguientes tampones a aumentos de unidades de pH de aproximadamente 0,5: acetato, succinato, histidina, 
pirofosfato, fosfato y Tris. 

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 
congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se realizó la etapa de templado a -20ºC y duró 4 horas para permitir 20 
la cristalización de manitol. Se realizó el secado primario a la temperatura de almacenamiento de -25ºC durante 20 
horas. Se completó el secado primario a -25ºC ya que no se observó ningún pico en el vacío según se aumentó la 
temperatura de almacenamiento hasta 0ºC. No se observó un colapso importante y las muestras procedieron 
exitosamente a través del secado secundario primero a 0ºC, y después a 25ºC. Tras la reconstitución las 
formulaciones con pH de o superior a 7 eran ligeramente turbias, mientras que todas las demás formulaciones eran 25 
transparentes. Esto se explicó mediante la proximidad de las formulaciones de pH alto al punto isoeléctrico del 
péptido de unión a Fc-Agp-3 (pI=7,36). El análisis mediante SE-HPLC reveló un dímero como la especie de alto 
peso molecular principal. Se observó que el % de dímero relativo era fuertemente dependiente de pH con la 
acumulación más baja a pH 5 e inferior. La cantidad de agregados solubles también mostró algo de dependencia de 
pH. No se observaron agregados solubles en las muestras antes de la liofilización. En cambio, estaba presente una 30 
pequeña cantidad de dímero en todas las formulaciones antes de la liofilización, y aumentó adicionalmente en las 
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muestras reconstituidas, tras la liofilización. No se observó acortamiento significativo en las formulaciones. La mayor 
cantidad del monómero intacto era en el caso de formulaciones de acetato, succinato e histidina a pH 5 e inferior. 

Examen de pH amplio del péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa y 
manitol 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba 5 
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de manitol al 2,5% y sacarosa al 3,5% sobre las propiedades de 
estabilidad y reconstitución del péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado a lo largo del intervalo de pH de 4,5-7,5, se 
formuló el péptido de unión a Fc-Agp-3 a 30 mg/ml en tampones de succinato, histidina y fosfato 10 mM. Se 
excluyeron tampones de pirofosfato y Tris de este estudio debido a su bajo rendimiento en exámenes de pH amplio 
anteriores. Se excluyó tampón acetato debido a la posibilidad de cambios de pH en las muestras reconstituidas 10 
como resultado de la sublimación de acetato durante la liofilización. 

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 
congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se realizó la etapa de templado a -20ºC y duró 5 horas para permitir 
una cristalización de manitol más completa. Se realizó el secado primario a la temperatura de almacenamiento de -15 
25ºC durante 20 horas. No se terminó de completar el secado primario -25ºC, y se observaron algunos picos en el 
vacío según se aumentó la temperatura de almacenamiento hasta 0ºC. No se observó un colapso importante y las 
muestras procedieron exitosamente a través del secado secundario primero a 0ºC, y después a 25ºC. Tras la 
reconstitución las formulaciones con un pH alrededor de 7 eran ligeramente turbias, mientras que todas las demás 
formulaciones eran transparentes. Tal como se mencionó previamente, esto puede explicarse mediante la 20 
proximidad de las formulaciones de pH alto al punto isoeléctrico del péptido de unión a Fc-Agp-3. El análisis 
mediante SE-HPLC reveló un dímero como la especie de alto peso molecular principal. De nuevo, se observó que el 
% de dímero relativo era fuertemente dependiente de pH con la acumulación más baja a pH 5 e inferior. La cantidad 
de agregados solubles no mostró una dependencia de pH clara. No se observaron agregados solubles en las 
muestras antes de la liofilización. Se observaron ∼0,6% de dímero en el material a granel no de GMP antes de la 25 
formulación y aumentó hasta el 3,0% para formulaciones de pH alto antes de la liofilización como resultado de 
concentración/intercambio de tampón. 

También se confirmó la dependencia de pH de la acumulación de dímero mediante correspondencia cercana de la 
cantidad relativa de dímero a un pH dado independientemente del tipo de tampón. El % de dímero no aumentó 
significativamente tras la liofilización tal como se muestra mediante las muestras T=0. La única excepción fueron las 30 
muestras que no contenían ni sacarosa ni manitol, que mostraron un aumento notable del ∼0,25-0,5% en el % de 
dímero. En presencia de sacarosa el pico de pérdida principal era mínimo incluso después de la 
liofilización/intercambio de tampón para formulaciones de succinato e histidina con pH 4,1 y 4,7, respectivamente. 
En comparación con éstas, todas las formulaciones de fosfato mostraron una pérdida del ∼3% del pico principal 
antes de la liofilización. Aunque, se formó la torta incluso en ausencia tanto de sacarosa como de manitol, el pico 35 
principal correspondiente cayó un 0,5-0.7% en comparación con las formulaciones que contenían azúcar. Además, 
la reconstitución de las formulaciones sin azúcar fue mucho más larga (>2 min) y requería algo de agitación. Con el 
fin de asegurar robustez de la torta se incluyeron manitol o glicina como agentes de carga en todas las 
formulaciones posteriores incluso aunque la sacarosa sola mostró que confería suficiente estabilidad de proteína. 

Examen de pH estrecho del péptido de unión a Fc-Agp-3 liofilizado a 30 mg/ml  40 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC) y HPLC de fase inversa 
(RP-HPLC), que eran indicadores de estabilidad temperaturas elevadas. Ya que el % de recuperación del pico 
principal era mayor a pH 5 e inferior, se omitió el tampón fosfato del examen de pH estrecho. En adición a los 
tampones de succinato e histidina, que tuvieron un buen rendimiento en los exámenes de pH amplios, el examen de 
pH estrecho incluía glutamato 10 mM, pH 4-6. Se sometieron a prueba las formulaciones a aumentos de pH de 0,2 45 
unidades. El contenido en sacarosa y manitol se mantuvo constante al 3,5% y 2,5%, respectivamente, excepto para 
dos formulaciones de succinato a pH 4,5 con sacarosa al 2,0% y al 5,0%. También, se sometieron a prueba seis 
formulaciones de liofilización genéricas potenciales a cada aumento de unidad de pH, tales como: 

1) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 5,0 

2) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 6,0 50 

3) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 7,0 

4) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 5,0 

5) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 6,0 

6) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 7,0  

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 55 
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congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se modificó adicionalmente el ciclo de liofilización. Se realizó la 
etapa de templado a -15ºC para permitir la cristalización de glicina y duró 5 horas. Se realizó el secado primario 
inicialmente a -30ºC durante un periodo de tiempo corto (4 h). Entonces se elevó la temperatura de almacenamiento 
hasta - 25ºC y se mantuvo constante durante 24 horas. Sin embargo, no se terminó de completar el secado primario 5 
a -25ºC tal como se muestra mediante un pequeño pico en el vacío según se aumentó adicionalmente la 
temperatura de almacenamiento hasta 0ºC. Sin embargo, no se observó un colapso importante y las muestras 
procedieron exitosamente a través del secado secundario primero a 0ºC, y después a 25ºC. Se generaron hasta 6 
meses de estabilidad en estado liofilizado a 37ºC para evaluar estabilidad a largo plazo del péptido de unión a Fc-
Agp-3. Los aumentos en pH dan como resultado la pérdida del pico principal para todas las formulaciones de 10 
histidina. Solo se monitorizaron formulaciones genéricas durante hasta 6 meses, pero la ventaja del pH cercano a 
5,0 ya era obvia para los puntos de tiempo de 1 y 3 meses. Además, los datos de 6 meses para las formulaciones 
genéricas sugieren que formulaciones de manitol+sacarosa son más estables que las de glicina+sacarosa, 
especialmente a pH 6 y superior. 

En el caso de formulaciones de glutamato y succinato también hubo un aumento dependiente de pH claro en la 15 
cantidad de dímero, el producto de degradación principal, según se vuelve el pH menos ácido. Se vio una 
dependencia de pH similar para los agregados. Se observó el mayor pico principal de recuperación para pH 5 e 
inferior. Puede explicarse la pérdida inicial del pico principal para T=0 mediante degradación de proteína durante el 
intercambio de tampón y concentración tal como se muestra mediante una pérdida similar para las formulaciones 
antes de la liofilización. Sin embargo, los datos de estabilidad de 3 meses sugieren que las formulaciones de 20 
glutamato tenían una estabilidad física mayor que sus equivalentes de succinato (con el mismo pH). Debe 
observarse que en este estudio también se sometió a prueba el efecto de concentraciones de sacarosa aumentadas 
sobre la estabilidad de formulaciones de succinato. En adición a formulaciones de sacarosa al 3,5%, se comparó 
sacarosa al 2,0% y 5,0% en succinato, pH 4,5. El aumento en sacarosa descendió las especies de alto peso 
molecular hasta cierto punto, pero no afectó significativamente la cantidad del pico principal. Por tanto, se consideró 25 
que sacarosa al 3,5% era óptima ya que tales formulaciones se ajustaban más a la tonicidad fisiológica. 

Se observó una especie de acortamiento creciendo a pH bajo mediante RP-HPLC. Una parte significativa del 
acortamiento dependiente de pH en las formulaciones liofilizadas sucede antes de la liofilización como resultado de 
etapas de intercambio de tampón y concentración de proteína que consumen tiempo. Después de la liofilización no 
se observó un aumento significativo en la cantidad de acortamientos incluso después de almacenamiento de 3 a 6 30 
meses a 37ºC. En general los datos sugieren usar formulaciones de pH mayor para mitigar el acortamiento ya que 
no se puede observar a pH 6 y mayor. Sin embargo, la cantidad del dímero es significativa a pH mayores y puede 
ser tan alto como del 2,5-4,5% a pH 6 y mayor. Por tanto, puede encontrarse un compromiso en la formulación de 
péptido de unión a Fc-Agp-3 a pH 5, donde el acortamiento es moderado, especialmente en los tampones de 
glutamato e histidina, y cuando la formación de dímero todavía está suficientemente suprimida. 35 

Conclusión 

Manitol al 2,5% y sacarosa al 3,5% han proporcionado suficiente estabilidad de torta y proteína tal como se confirma 
mediante estudio de almacenamiento de 6 meses a 37ºC. Por tanto, pueden usarse histidina 10 mM, manitol al 
2,5%, sacarosa al 3,5% a pH 5,0 y glutamato 10 mM, manitol al 2,5%, sacarosa al 3,5% a pH 5,0 para la formulación 
de 30 mg/ml de péptido de unión a Fc-Agp-3. Además, este estudio muestra que histidina 20 mM, manitol al 4,0%, 40 
sacarosa al 2,0% a pH 5,0 también tienen un buen rendimiento y pueden considerarse como una formulación de 
liofilización genérica para pepticuerpos. 

Ejemplo 10 

Péptido de unión a Fc-Myo liofilizado 

Con el fin de determinar la formulación óptima para péptido de unión a Fc-Myo liofilizado, se llevaron a cabo análisis 45 
que evaluaron la agregación y estabilidad del péptido de unión a Fc-Myo a diversos valores de pH, concentraciones 
de excipiente y concentraciones de proteína.  

El péptido de unión a Fc-Myo es un pepticuerpo con unión a C contra la proteína miostatina dirigido contra 
enfermedades relacionadas con atrofia muscular. El pepticuerpo se construye con dos polipéptidos unidos por 
disulfuro no glicosilados con una masa total de ∼59,1 kD. Se ha estimado que el punto isoeléctrico para este 50 
pepticuerpo es de pH 6,88. 

SECUENCIA DE Fc (SEQ ID NO: 1699): 
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SECUENCIA DE PÉPTIDO DE UNIÓN A MIOSTATINA (SEQ ID NO: 1700): 

 

Por tanto, la secuencia de péptido de unión a Fc-Myo es tal como sigue: 

 5 

 

Determinación del estado de pH para péptido de unión a Fc-Myo liofilizado 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba estabilidad 
a temperaturas elevadas. Se diseñó un estudio de examen de pH y se realizó para determinar el pH óptimo de la 
formulación en el estado líquido antes de la liofilización. Se formuló la proteína en pH 4,5, 4,75, 5,0, 5,5 y 6,0 con 10 
agentes tampón de acetato e histidina y sacarosa como estabilizador (o lioprotector). Se almacenaron los viales 
formulados a 29ºC durante hasta 1 año. Se monitorizó la estabilidad usando SE-HPLC. Se calcularon las constantes 
de tasa de agregación para cada una de la condiciones de formulación. Se encontró que la tasa de agregación a pH 
4,5 era mínima, por tanto se seleccionó pH 4,5 como condición de pH preferida de la formulación. 

Estudio de agente tampón de péptido de unión a Fc-Myo a 30 mg/ml. 15 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba 
estabilidad. Una forma de dosificación de 30 mg/ml tal como se investigó usando tres agentes tamponantes 
diferentes: glutamato 10 mM, histidina 10 mM y succinato 10 mM a pH 4,5. Todas las formulaciones contienen 
polisorbato 20 al 0,004%.  

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 20 
congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 
liofilizadora Vitris usando un ciclo conservativo. La formulación de proteína liofilizada presentaba una elegancia de 
torta aceptable. Tras la reconstitución las formulaciones eran transparentes, se almacenó el péptido de unión a Fc-
Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52ºC. Se llevaron a cabo estudios de estabilidad en tiempo real a 4ºC y se encontró que 
eran comparables para estas formulaciones durante hasta 3 meses. Sin embargo, en almacenamiento a 52ºC 3 25 
meses, la formulación que contenía histidina era ligeramente mejor que la formulación que contenía glutamato. La 
formulación que contenía succinato era significativamente menos estable que las otras dos formulaciones. 
Basándose en estos resultados, se consideró que la histidina y el glutamato eran agentes tampón preferidos para la 
formulación de péptido de unión a Fc-Myo final. 

Estudio de excipiente de péptido de unión a Fc-Myo liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa, 30 
trehalosa e hidroxietil-almidón 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba 
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de trehalosa, hidroxietil-almidón y sacarosa sobre la estabilidad de 
péptido de unión a Fc-Myo liofilizado, se formuló péptido de unión a Fc-Myo a 30 mg/ml en tampón glutamato 10 mM 
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con manitol al 4%. La concentración de trehalosa y sacarosa usada fue del 2,0%, se añadió hidroxietil-almidón al 1% 
a la formulación de sacarosa para preparar una formulación final de glutamato 10 mM, manitol al 4%, sacarosa al 
2%, hidroxietil-almidón al 1%. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al 0,004%. 

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 
congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 5 
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulación de proteína liofilizada presentaba una elegancia de 
torta aceptable. Tras la reconstitución las formulaciones eran transparentes. 

Se monitorizó la estabilidad de estas formulaciones usando SE-HPLC.  

Se almacenó péptido de unión a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52ºC. Se encontró que la estabilidad en la condición 
de tiempo de almacenamiento en tiempo real (4ºC) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 3 10 
meses. Sin embargo en la condición de almacenamiento a 52ºC durante 3 meses, la formulación que contenía 
sacarosa era ligeramente mejor que la formulación que contenía trehalosa. La adición de hidroxietil-almidón no 
presentó ningún impacto negativo sobre la estabilidad. Basándose en estos resultados, se consideró la sacarosa 
como el estabilizador preferido para la formulación de péptido de unión a Fc-Myo final. 

Estudio de excipiente de péptido de unión a Fc-Myo liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa y manitol 15 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba 
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de una cantidad variable de manitol y sacarosa sobre las 
propiedades de estabilidad y reconstitución de péptido de unión a Fc-Myo liofilizado con respecto al intervalo de 
manitol del 4,0 al 8% y el intervalo de sacarosa del 1,0% al 4,0%, se formuló péptido de unión a Fc-Myo a 30 mg/ml 
en tampón glutamato 10 mM. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al 0,004%. 20 

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 
congelada de 30 mg/ml. Se dializó el material en los tampones de formulación apropiados y se liofilizó en una 
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulación de proteína liofilizada presentaba una elegancia de 
torta aceptable. Tras la reconstitución las formulaciones eran transparentes. 

Se monitorizó la estabilidad de estas formulaciones usando un método de SE-HPLC. Se almacenó péptido de unión 25 
a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52ºC. Se encontró que la estabilidad en la condición de tiempo de almacenamiento 
en tiempo real (4ºC) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 3 meses. Sin embargo, cuando se 
almacenaron a 52ºC durante 3 meses, se encontró una cantidad creciente de sacarosa que contribuía al aumento en 
la estabilidad contra la agregación. Debido a un problema para mantener la condición isotónica para la formulación 
final que limita la cantidad total de disacáridos y para mantener una razón apropiada de manitol y sacarosa para 30 
conservar la propiedad de torta liofilizada, manitol al 4,0% y sacarosa al 2,0% fueron los excipientes preferidos para 
la formulación final. 

Estudio de excipiente de péptido de unión a Fc-Myo liofilizado a 1, 30, 85 mg/ml 

Se evaluó la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusión molecular (SE-HPLC), que indicaba 
estabilidad. Para evaluar el efecto de la concentración de proteína sobre las propiedades de estabilidad y 35 
reconstitución de péptido de unión a Fc-Myo liofilizado, se formuló péptido de unión a Fc-Myo a 1, 30, 85 mg/ml en 
tampón glutamato 10 mM con manitol al 4% y sacarosa al 2%. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al 
0,004%. 

Para el trabajo de desarrollo de la formulación, se obtuvo material a granel purificado en la formulación líquida 
congelada de 30 mg/ml. Se intercambió el tampón del material por los tampones de formulación apropiados usando 40 
UF/DF y se liofilizó en una liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulación de proteína liofilizada 
presentaba una elegancia de torta aceptable. Tras la reconstitución las formulaciones eran transparentes. 

Se monitorizó la estabilidad de estas formulaciones usando un método de SE-HPLC. Se almacenó péptido de unión 
a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37ºC. Se encontró que la estabilidad en la condición de tiempo de almacenamiento en 
tiempo real (4ºC) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 6 meses. La estabilidad es probablemente 45 
aceptable para todas las concentraciones estudiadas como formulación de producto comercial. 

Conclusión 

Manitol al 4,0% y sacarosa al 2,0% han proporcionado una estabilidad de proteína y torta suficiente tal como se 
confirma por un estudio de almacenamiento de 12 meses a 4ºC. Por tanto, pueden usarse histidina 10 mM, manitol 
al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 4,5 y glutamato 10 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 4,5 para formular 50 
péptido de unión a Fc-Myo de 1 a 100 mg/ml. 
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REIVINDICACIONES 

1. Composición de pepticuerpos liofilizada que comprende un tampón, un agente de carga, un agente 
estabilizante y un tensioactivo; en la que dicho tampón está compuesto por un agente tamponante del pH, 
en la que:  

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  5 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  10 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o  

c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  15 

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;  20 

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;  

y en la que dicho pepticuerpo comprende una estructura expuesta en la fórmula I,  

Fórmula I: [(X1)a-F
1-(X2)b]-(L

1)c-WSPd 

en la que:  25 

F1 es un dominio Fc;  

X1 se selecciona de:  

 P1-(L2)e- 

 P2-(L3)f –P1-(L2)e-  

 P3-(L4)g-P
2-(L3)f -P

1-(L2)e- y  30 

 P4-(L5)h-P
3-(L4)g-P

2-(L3)f-P
1-(L2)e;  

X2 se selecciona de:  

-(L2)e-P
1,  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2,  

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3, y  35 

-(L2)e-P
1-(L3)f-P

2-(L4)g-P
3-(L5)h-P

4;  

en la que P1, P2, P3 y P4 son cada uno independientemente secuencias de péptidos 
farmacológicamente activos;  
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L1, L2, L3, L4 y L5 son cada uno independientemente grupos de unión;  

a, b, c, e, f, g y h son cada uno independientemente 0 ó 1, con la condición de que al menos uno de a y b 
sea 1;  

d es 0, 1 o mayor de 1; y  

WSP es un polímero soluble en agua, cuya unión se realiza en cualquier resto reactivo en F1. 5 

2. Composición según la reivindicación 1, en la que dicho pepticuerpo comprende  

a) una estructura expuesta en la fórmula Il  

Fórmula II: [X1-F1]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo C-terminal de X1, y ningún, uno o más WSP se unen al 
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1; o  10 

b) una estructura expuesta en la fórmula Ill  

Fórmula III: [F1-X2]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de X2, y ningún, uno o más WSP se unen al 
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1; o  

c) una estructura expuesta en la fórmula IV  15 

Fórmula IV: [F1-(L1)e-P
1]-(L1)c-WSPd 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -(L1)c-P
1 y ningún, uno o más WSP se unen 

al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1; o  

d) una estructura expuesta en la fórmula V  

Fórmula V: [F1-(L1)e-P
1-(L2)f-P

2]-(L1)c-WSPd 20 

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -L1-P1-L2-P2 y ningún, uno o más WSP se 
unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unión L1. 

3. Composición según la reivindicación 1 ó 2, en la que dicho pepticuerpo es un multímero o un dímero. 

4. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que P1, P2, P3 y/o P4 se seleccionan 
independientemente de un péptido expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38. 25 

5. Composición según la reivindicación 4, en la que P1, P2, P3 y/o P4 tienen la misma secuencia de 
aminoácidos. 

6. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el dominio Fc se expone en 
SEQ ID NO: 1. 

7. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que WSP es PEG. 30 

8. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el dominio Fc se expone en 
SEQ ID NO: 1 y WSP es PEG. 

9. Composición según la reivindicación 8, en la que PEG tiene un peso molecular de entre aproximadamente 
2 kDa y 100 kDa o de entre aproximadamente 6 kDa y 25 kDa. 

10. Composición según la reivindicación 9, en la que dicha composición comprende al menos el 50% de 35 
pepticuerpo pegilado, o al menos el 75% de pepticuerpo pegilado, o al menos el 85% de pepticuerpo 
pegilado, o al menos el 90% de pepticuerpo pegilado, o al menos el 95% de pepticuerpo pegilado. 

11. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la concentración de 
pepticuerpo es de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y 250 mg/ml. 

12. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el dominio Fc es SEQ ID NO: 40 
1, L1 es (Gly)5, P

1 y P2 son cada uno SEQ ID NO: 459, L2 es (Gly)8; e =1, f =1, c = 0 y d=0. 

13. Composición según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, el 
pepticuerpo comprende una estructura de fórmula V, L1 es (Gly)5, P

1 y P2 son cada uno SEQ ID NO: 459, L2 
es (Gly)8; e =1, f =1, c = 0 y d=0. 
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14. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1 
y en la que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1017. 

15. Composición según la reivindicación 14, en la que una metionina está en el extremo N-terminal del 
pepticuerpo, SEQ ID NO: 1017 está en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1 está en el 
extremo C-terminal del pepticuerpo. 5 

16. Composición según la reivindicación 14, en la que metionina en el extremo N-terminal del pepticuerpo, SEQ 
ID NO: 1 está en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1017 está en el extremo C-
terminal del pepticuerpo. 

17. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en la que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  10 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v. 

18. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ 
ID NO: 2. 15 

19. Composición según la reivindicación 18, en la que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. 20 

20. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ 
ID NO: 1698. 

21. Composición según la reivindicación 20, en la que:  

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  25 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v. 

23. Composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ 30 
ID NO: 1701. 

24. Composición según la reivindicación 23, en la que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v. 35 

25. Método para producir una composición de pepticuerpos según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, 
comprendiendo el método las etapas de:  

i) preparar una disolución de un tampón, un agente de carga, un agente estabilizante y un tensioactivo;  

en el que dicho tampón está compuesto por un agente tamponante del pH, en el que  

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  40 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  
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dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  5 

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o  

c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;  10 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o  

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  15 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;  

 ii) liofilizar dicha disolución. 

26. Método para preparar una composición de pepticuerpos reconstituida que comprende las etapas de:  

a) producir una composición de pepticuerpos liofilizada según la reivindicación 25; y  

b) reconstituir dicha composición de pepticuerpos liofilizada. 20 

27. Kit para preparar una composición farmacéutica acuosa que comprende un primer recipiente que tiene una 
composición de pepticuerpos liofilizada según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 y un segundo 
recipiente que tiene un disolvente fisiológicamente aceptable para la composición de pepticuerpos 
liofilizada. 

28. Método según la reivindicación 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, el pepticuerpo comprende una 25 
estructura de fórmula V, L1 es (Gly)5, P

1 y P2 son cada uno SEQ ID NO: 459, L2 es (Gly)8; e =1, f =1, c = 0 y 
d=0. 

29. Método según la reivindicación 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, el pepticuerpo comprende una 
estructura de fórmula V, L1 es (Gly)5, P

1 y P2 son cada uno SEQ ID NO: 459, L2 es (Gly)8; e =1, f =1, c = 0 y 
d=0. 30 

30. Método según la reivindicación 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1 y en el que el pepticuerpo 
comprende SEQ ID NO: 1017. 

31. Método según la reivindicación 25, en el que una metionina está en el extremo N-terminal del pepticuerpo, 
SEQ ID NO: 1017 está en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1 está en el extremo C-
terminal del pepticuerpo. 35 

32. Método según la reivindicación 25, en el que una metionina está en el extremo N-terminal del pepticuerpo, 
SEQ ID NO: 1 está en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1017 está en el extremo C-
terminal del pepticuerpo. 

33. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 32, en el que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  40 

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  
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dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v. 

34. Método según la reivindicación 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 2. 

35. Método según la reivindicación 34, en el que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;  5 

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y  

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. 

36. Método según la reivindicación 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1698. 

37. Método según la reivindicación 36, en el que:  

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;  10 

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o  

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;  

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v. 15 

38. Método según la reivindicación 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1701. 

39. Método según la reivindicación 38, en el que:  

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;  

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; y  

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v. 20 
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