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DESCRIPCION
Preparacion liofilizada que contiene PTH de alta pureza y método para producirla
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un método para producir una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.
Antecedentes de la técnica

La hormona paratiroidea, junto con calcitoninas y vitaminas D, es una hormona que participa en la regulacion de la
concentracion de calcio en la sangre. Por lo tanto, el péptido PTH se usa como diagndstico de hipoparatiroidismo.
También se sabe que la hormona paratiroidea acelera la absorcién de calcio en el intestino al aumentar la produccion
activa de vitamina D3 en los rifiones (referencia 1 no de patente). También se ha descrito un método para tratar la
osteoporosis que aumenta la densidad del hueso esponjoso y no disminuye la densidad del hueso cortical de los
pacientes con osteoporosis mediante la administracién subcutanea de 100 o 200 unidades/tiempo de PTH una vez a
la semana durante un periodo de 26 semanas a pacientes con osteoporosis (Referencia de patente 7).

Un método para combinar manitol u otro sacarido tal o gelatina u otra sustancia macromolecular tal como estabilizador
se usa en general cuando se realiza un seguimiento de péptido PTH en una preparacion liofilizada para disolver en el
momento del uso (Referencias de patentes 1 y 2). También se conoce una composicion farmacéutica liofilizada
caracterizada por contener un monosacarido o disacarido y cloruro de sodio (Referencia de patente 3).

Cuando una preparacion liofilizada tal como la anterior se fabrica asépticamente para producir un producto
farmacéutico, las instalaciones ordinarias de produccion farmacéutica utilizan areas que logran un ambiente estéril
mediante una corriente de aire aséptico de velocidad constante que ha pasado a través de filtros HEPA. Un proceso
de fabricacion en una instalacién de produccién farmacéutica en este entorno estéril consiste normalmente en una
etapa para preparar una solucién de principio activo, seguido de una etapa para filtrar de manera aséptica la solucion
y distribuirla en recipientes, una etapa para cargar los recipientes llenos en una camara de liofilizacion y una etapa
para sellar los recipientes (viales y similares) después de la etapa de liofilizacion.

Referencias de la técnica anterior

Referencias de patentes

Referencia de patente 1: JP Kokai 63-60904

Referencia de patente 2: JP Kokai 2-111

Referencia de patente 3: JP Kokai 5-306235

Referencia de patente 4: JP Kokai 64-16799

Referencia de patente 5: WO02/002136

Referencia de patente 6: JP Kokai 2003-095974

Referencia de patente 7: JP Kokai 8-73376

Referencia de patente 8: WO00/10596

Referencia de patente 9: WO10/30670

Referencias no de patentes

Referencia no de patente 1: Current Osteoporosis Reports, Vol. 6, 12-16, 2008
Referencia no de patente 2: Journal of pharmaceutical sciences, vol. 98, n.° 12, p4485-4500, 2009
Referencia no de patente 3: ADVANCES IN ENZYMOLOGY, 32, 221-296, 1969
Referencia no de patente 4: J. Biol. Chem., vol. 266, 2831-2835, 1991

Referencia no de patente 5: M. Takei et al., Peptide Chemistry 1980, 187-192, 1981

Sunday et al., AAPS PHARMSCITECH, 27 de enero de 2011, paginas 304-311, describe el efecto de excipientes e
ingenieria de particulas en la estabilidad biofisica de PTH (1-34) preparada como un polvo seco para inhalacion.

El documento WO 2008/063279 describe la preparacion de una proteina relacionada con la hormona PTH que implica
la conservacion de la proteina que comprende tratamiento con el dispositivo que comprende una camara de secado
con controles de temperatura variable, un condensador y un sistema de vacio para reducir la presion en la camara de
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secado.

El documento WO 2007/095288 describe un método para estabilizar una formulaciéon inhalable que comprende
péptidos o proteinas que contienen PTH en donde la proteina peptidica que contiene PTH se formula junto con al
menos un antioxidante que inhibe la oxidacion del al menos un péptido o proteina que contiene PTH.

Compendio de la invencion
Problemas para resolver mediante la invenciéon

El principio activo de un producto farmacéutico se obtiene mediante sintesis quimica a partir de materias primas,
mediante aislamiento y refinacién de un producto biolégico, mediante produccién por ingenieria genética y aislamiento
y refinacion del producto y similares. En general, es dificil obtener 100 % de pureza del principio activo farmacéutico
producido debido a la pureza de las materias primas en si mismas, reacciones incompletas, descomposicion durante
el aislamiento y el refinamiento y otros factores similares, en cualquier método, incluyendo recombinacién genética.
Por otro lado, ya que no se puede descartar la posibilidad de efectos indeseables en el diagndstico y el tratamiento
cuando los farmacos de diagnéstico y terapéuticos contienen mas de la cantidad aceptable de impurezas, el hecho es
que obtener un producto de alta pureza es un factor importante para producir un farmaco seguro y eficaz. Cuando se
usan preparaciones que contienen péptido PTH en el tratamiento/prevencién de la osteoporosis en particular, se puede
decir que la alta pureza es especialmente necesaria para preparaciones que contienen péptido PTH debido a que la
duracion de la administracion se extiende durante un largo periodo de tiempo.

Sin embargo, se descubrié que, cuando la preparacion liofilizada que contiene el péptido PTH de la presente invencion
se fabrica a escala industrial mediante un proceso de produccién normal tal como el anterior, se produce una
preparacion que contiene sustancias en las que se ha cambiado la estructura quimica del principio activo (péptido
PTH) (denominado en lo sucesivo en el presente documento "analogos de PTH"). Especialmente a medida que
aumenta la escala de produccion, el problema planteado es que existe la preocupacion de que la cantidad de analogos
de PTH producidos aumente a un nivel esencialmente inaceptable a medida que aumenta el volumen de produccién.
Asimismo, la cantidad de analogos de PTH producidos no siempre es constante, sino que cambia dependiendo del
tiempo y lugar de produccion, de diferencias en el tiempo y similares. Ya que no se habian especificado los factores
que conducen a la produccion de estos analogos de PTH, un problema grave planteado en la practica también era
que las cantidades producidas no podian controlarse.

El fin de la presente invencion es proporcionar una preparacion liofilizada que contenga péptido PTH de alta pureza,
es decir, en la que el contenido de analogos de PTH se mantiene en un nivel aceptablemente bajo. Otro fin de la
presente invencion es proporcionar un método para producir esta preparacion liofilizada de alta pureza que contiene
péptido PTH. Otro fin mas de la presente invencién es proporcionar un método de prueba para analogos de PTH para
fines tales como comprobar la pureza de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

Medios usados para resolver los problemas mencionados anteriormente

Los presentes inventores estaban preocupados de que la cantidad de analogos de PTH producidos aumentaria a un
nivel esencialmente inaceptable a medida que la escala de produccién aumentaba y el volumen de produccion crecia
y lograba aislar y caracterizar estos analogos de PTH. También descubrieron que controlar la exposicién de la solucion
que contenia péptido PTH y similares a ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica inhibe y
disminuye en gran medida la produccién de estos analogos de PTH.

Sin estar ligado a la teoria, se supuso que, dadas las caracteristicas estructurales de los analogos de PTH
caracterizados como se ha mencionado anteriormente y el hecho de que la produccion de estos analogos se inhibe y
disminuye al controlar la exposiciéon a ambientes aéreos en una instalaciéon de produccion farmacéutica, la causa de
la produccion de estos analogos de PTH son sustancias que tienen capacidad oxidante presente en ambientes aéreos
en una instalacion de produccion farmacéutica. Ciertamente, aparte de los de alta limpieza (grado A y similares), los
ambientes aéreos en las instalaciones de produccion farmacéutica pueden contener con frecuencia sustancias
gaseosas que tienen capacidad oxidante. Concretamente, las instalaciones de produccion farmacéutica son fumigadas
y desinfectadas por formaldehido, ozono y otros agentes esterilizantes similares para lograr de manera mas completa
un entorno aséptico. Por lo tanto, también se puede llegar a pensar que gases que tienen capacidad oxidante tales
como formaldehido y ozono pueden estar contenidos como restos de esta fumigacion y desinfeccion. En ese sentido,
el ozono esta presente en una concentracién de 0,001-0,02 ppm, aproximadamente 0,02-0,1 ppm dependiendo del
tiempo, ubicacion y estacion, en la atmdsfera independientemente de la fumigacion y desinfeccion.

Los presentes inventores también confirmaron que la produccion de los analogos de PTH dilucidados por la presente
invencién puede reproducirse poniendo en contacto el péptido PTH con aire que contiene ozono.

1. Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene PTH humana de alta pureza (1-34),
comprendiendo el método

controlar la exposicion de la solucién que contiene PTH humana (1-34) a ozono contenido en ambientes aéreos en
una instalacion de produccion de inyeccion esteéril
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durante una o mas etapas, comenzando con la etapa de preparar una soluciéon que contiene la PTH humana (1-34)
hasta el final de la etapa para cargar en el medio de liofilizacion,

en donde "alta pureza" significa que la cantidad de un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana
(1-34) y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacion es 1,0 % o menos y que la cantidad total de analogos
de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana (1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o
menos, en donde el analogo de PTH es uno o mas de 1) a 11) de la siguiente manera:

1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el niumero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(3-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
6) analogo 6:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
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7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da
9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 4 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(11-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da,

en donde, el analogo de PTH es uno detectado como un pico diferente del péptido PTH, que es el principio activo en
el cromatograma cuando una muestra de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se somete a HPLC.

2. El método expuesto en la reivindicacion 1, en donde la exposicién del producto liofilizado a ambientes aéreos en
una instalacién de produccion de inyeccion estéril también se controla en la etapa para sellado de viales después de
la liofilizacion.

3. Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene PTH humana de alta pureza (1-34) como un
principio activo, comprendiendo el método

controlar la exposicion de una solucion que contiene PTH humana (1-34) a ozono contenido en ambientes aéreos en
una instalacién de produccion de inyeccion esteéril

antes de la liofilizacion y durante la carga en el medio de liofilizacion;

en donde "alta pureza" significa que la cantidad de un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana
(1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 1,0 % o menos y que la cantidad total de analogos de PTH frente a
la suma de la cantidad de PTH humana (1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos en la
preparacion; la etapa de carga es una etapa que dura tres 0 mas horas; el ambiente aéreo es un ambiente en el que
el aire limpio que ha pasado a través de un filtro HEPA se mantiene como un flujo aéreo unidireccional hacia abajo
desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm directamente debajo del filtro HEPA es 0,2-1,0 m/s, en donde el
analogo de PTH es uno o mas de 1) a 11) de la siguiente manera:

1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
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(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(3-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GlIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da
(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
6) analogo 6:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
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9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) NUmero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 4 Da mayor que el nUmero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(11-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da,

en donde, el analogo de PTH es uno detectado como un pico diferente del péptido PTH, que es el principio activo en
el cromatograma cuando una muestra de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se somete a HPLC.

Se ilustran:

[1] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como un principio activo, en donde "alta
pureza" significa al menos que la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido
PTH y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacién es 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de analogos
de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos;
produciéndose la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH mediante un método caracterizado por que se
controla la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH antes de la liofilizacién a ambientes aéreos en una
instalacion de produccién farmacéutica.

[2] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [1] en donde el analogo de PTH es al menos
uno o mas entre

1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,
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(3-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
6) analogo 6:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 4 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,



10

15

20

25

ES 2761635713

(11-a) numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da.

[3] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [1] en donde el analogo de PTH es al menos
uno o mas entre

1) analogo 1"

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 se
ha cambiado a un resto mostrado por la siguiente férmula estructural (a);

[Férmula Quimica 1]

(a)

2) analogo 2";

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 se
ha cambiado a un resto mostrado por la siguiente férmula estructural (b);

[Férmula Quimica 2]

(b)

3) analogo 3"

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina;

4) analogo 4"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 8 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (a);

5) analogo 5"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (a);
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6) analogo 6":

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (b);

7) analogo 7"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 8 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulféxido de metionina;

8) analogo 8"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulféxido de metionina;

9) analogo 9"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (a);

10) analogo 10"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de mondxido de triptéfano mostrado por la siguiente formula estructural (c-1) o (c-2);

[Férmula quimica 3]

H
N

.-‘#‘

-

HO

{e) —2

11) analogo 11"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto mostrado por la formula estructural anterior (b).

[4] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [2] en donde alta pureza significa que la cantidad
de al menos uno de los analogos anteriores 1 a 11 frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total
de analogos de PTH en la preparacion es de 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de los analogos anteriores de 1
a 11 frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de 5,0 % o menos.

[5] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [3] en donde alta pureza significa que la cantidad
de al menos uno de los analogos anteriores 1' a 11' frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total
de analogos de PTH en la preparacion es de 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de los analogos anteriores 1' a
11' frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de 5,0 % o menos.

[6] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [1] a [5] en donde el péptido PTH es PTH
humana (1-34).

[7] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [1] a [6] en donde la preparacion liofilizada
que contiene péptido PTH esta alojada en un vial de vidrio.

[8] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [1] a [7], caracterizada por que la
exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica
antes de la liofilizacion se controla en una o mas etapas cualesquiera seleccionadas de una etapa para preparar una
solucion que contiene péptido PTH, una etapa de filtracion aséptica, una etapa de distribucion de solucién de farmaco
y una etapa para cargar en un medio de liofilizacion.
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[9] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [8] caracterizada por producirse usando un método
que también incluye control de exposicion del producto liofilizado a ambientes aéreos en una instalacién de produccion
farmacéutica en una etapa de sellado de viales después de liofilizar.

[10] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [1] a [9] caracterizada por que la
exposicién de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica
antes de la liofilizacion se controla en la etapa para cargar en el medio de liofilizacion.

[11] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en [10] caracterizada por que la exposicion anterior
se controla mediante el uso de una camara de liofilizaciéon equipada con un medio para controlar la entrada de aire en
una instalacién de produccion farmacéutica en el medio de liofilizacion.

[12] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [11] caracterizada por que el medio de liofilizacion
es una camara de liofilizacidon que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una abertura creada
en una unidad de puerta pequefa abierta cuando los recipientes que contienen la solucién que contiene péptido PTH
antes de la liofilizacion se cargan en y se descargan de este medio, controlando de este modo la exposicion de la
solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la
liofilizacion abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente la puerta
secundaria después de la carga.

[13] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [11] en donde el medio de liofilizacién es una
camara de liofilizacidn que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequeia abierta cuando los recipientes
que alojan la solucién que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se carga en y se descarga de este medio y el
medio para controlar la entrada de aire en una instalacion de produccién farmacéutica en el medio de liofilizacion es
una cubierta de ajuste del flujo aéreo que puede cambiar el flujo aéreo en una direccién no dirigida desde esta abertura
al interior de la camara.

[14] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [10] caracterizada por que la etapa de carga
controla la exposicién de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacién de produccion
farmacéutica antes de la liofilizacion purgando el interior del medio de liofilizacién con un gas inerte.

[15] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [10] en donde el medio de liofilizacién es una
camara de liofilizacion que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una abertura creada en una
unidad de puerta pequefa abierta cuando los recipientes que alojan la solucion que contiene péptido PTH antes de la
liofilizacion se cargan en y se descargan de este medio, controlando de este modo la exposicion de la solucion que
contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica antes de la liofilizacion
abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente la puerta secundaria
después de la carga y purga del interior del medio de liofilizacién con un gas inerte en la etapa de carga.

[16] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [10] en donde el medio de liofilizacién es una
camara de liofilizacion que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes
que alojan la solucion que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se descargan de este medio,
estando esta abertura equipada con una cubierta de ajuste del flujo aéreo, controlando de este modo la exposicién de
la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica antes de la
liofilizacion cambiando la direccion de la cubierta de ajuste del flujo aéreo de modo que el aire no se dirija a la camara
y purgando el interior del medio de liofilizacion con un gas inerte en la etapa de carga.

[17] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [10] a [16] en donde la etapa de carga
es una etapa que dura tres o mas horas.

[18] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [8] a [17] en donde el tiempo desde el
comienzo de la etapa para preparar una solucién que contiene péptido PTH hasta el final de la etapa para cargar en
el medio de liofilizacion abarca tres o mas horas y la produccion se realiza usando un método para controlar la
exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a un ambiente aéreo en una instalacion de produccion
farmacéutica en una o mas etapas durante el tiempo.

[19] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [14] a [18] en donde el gas inerte es
gas nitrogeno.

[20] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como un principio activo, la preparacion
liofilizada que contiene péptido PTH fabricada usando un método caracterizado por que la exposicién de una solucién
que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizacion
se controla durante la carga en el medio de liofilizacion; en donde "alta pureza" significa al menos que la cantidad de
al menos un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH
en la preparacion es 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de
péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos; la etapa de carga es una etapa que dura tres
0 mas horas; el ambiente aéreo es un ambiente que mantiene el flujo aéreo unidireccional de aire limpio que ha pasado
a través de un filtro HEPA hacia abajo desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm directamente debajo del filtro
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HEPA es 0,2-1,0 m/s.

[21] Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el método por
que la exposiciéon de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccion
farmacéutica se controla en una o mas etapas desde el comienzo de la etapa para preparar una soluciéon que contiene
péptido PTH hasta el final de la etapa para cargar en un medio de liofilizacion.

[22] EI método expuesto en [21], en donde la exposicién del producto liofilizado a ambientes aéreos en una instalacion
de produccién farmacéutica también se controla en la etapa de sellado de viales después de la liofilizacion.

[23] El método expuesto en [21] o [22] caracterizado por que la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a
ambientes aéreos en una instalacion de producciéon farmacéutica se controla en la etapa de carga en un medio de
liofilizacion.

[24] EI método expuesto en [23] caracterizado por que la exposicion se controla usando una camara de liofilizacion
equipada con medios para controlar la entrada de aire en una instalacion de produccién farmacéutica en el medio de
liofilizacion.

[25] El método expuesto en [23] o [24] en donde la etapa para cargar en el medio de liofilizacién es una etapa que
dura tres 0 mas horas.

[26] El método expuesto en [24] o [25] en donde el medio de liofilizaciéon es una camara de liofilizaciéon que tiene una
puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta
cuando los recipientes que alojan la solucién que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan y descargan,
controlando de este modo la exposicidon de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una
instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizacién abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga
del recipiente y cerrando rapidamente la puerta secundaria después de la carga.

[27] El método expuesto en [24] o [25] en donde el medio de liofilizaciéon es una camara de liofilizaciéon que tiene una
abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que alojan la solucion que contiene
péptido PTH antes de la liofilizacién se carga en y se descarga de este medio y el medio para controlar la entrada de
aire en una instalacién de produccion farmacéutica en el medio de liofilizacion es una cubierta de ajuste del flujo aéreo
que puede cambiar el flujo aéreo en una direccion no dirigida desde esta abertura al interior de la camara.

[28] El método expuesto en [23] o [25] caracterizado por que la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a
ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica antes de la liofilizacion se controla purgando el
interior del medio de liofilizacién con un gas inerte.

[29] El método expuesto en [23] o [25] caracterizado por que el medio de liofilizacion es una camara de liofilizacion
que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una abertura creada en una unidad de puerta
pequefa abierta cuando los recipientes que alojan la soluciéon que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se
cargan y descargan, controlando de este modo la exposicion de la solucidon que contiene péptido PTH a ambientes
aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizaciéon abriendo esta puerta secundaria solo
durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente la puerta secundaria después de la carga y purga del interior
del medio de liofilizacién con un gas inerte en la etapa de carga.

[30] EI método expuesto en [23] o [25] caracterizado por que el medio de liofilizacidon es una camara de liofilizacion
que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que alojan la solucién
que contiene péptido PTH antes de la liofilizaciéon se cargan en y descargan de este medio, estando esta abertura
equipada con una cubierta de ajuste del flujo aéreo, controlando de este modo la exposicién de la solucion que contiene
péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacién de produccion farmacéutica antes de la liofilizacién cambiando la
cubierta de ajuste del flujo aéreo en una direccion en la que el flujo aéreo no se dirige a la camara y purgando el interior
del medio de liofilizacién con un gas inerte en la etapa de carga.

[31] El método expuesto en cualquiera de [28] a [30] en donde el gas inerte es nitrégeno.

[32] El método expuesto en cualquiera de [21] a [31] en donde el recipiente que aloja la solucién que contiene péptido
PTH es un vial de vidrio.

[33] El método expuesto en cualquiera de [21] a [32] en donde la PTH es PTH humana (1-34).

[34] El método expuesto en cualquiera de [21] a [33] en donde el ambiente aéreo en una instalacion de produccion
farmacéutica es un ambiente aéreo en el que 1) el aire es de grado A, 2) aire limpio que ha pasado a través de un filtro
HEPA que tiene la capacidad de atrapar particulas que tienen un tamafo de particula de 0,3 ym con una eficacia de
99,97 % o mas se mantiene como un flujo aéreo unidireccional hacia abajo desde arriba y 3) la concentracion de ozono
es 0,001-0,1 ppm.

[35] El método expuesto en cualquiera de [21] a [34] en donde el ambiente aéreo en una instalacion de produccion
farmacéutica es un ambiente aéreo que contiene una concentraciéon de formaldehido de 0,1 ppm o menos.
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[36] El método expuesto en cualquiera de [21] a [35] en donde la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la
suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de 1,0 % o menos y/o la cantidad total
de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de
5,0 % o menos en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[37] El método expuesto en cualquiera de [21] a [36] para controlar la produccion de analogos de PTH 1 a 11 expuestos
en [2].

[38] El método expuesto en cualquiera de [21] a [36] para controlar la produccion de anadlogos de PTH 1' a 11’
expuestos en [3].

[39] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH fabricado usando el método segun cualquiera de [21]-[38].

[40] Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como un principio
activo, el método caracterizado por que la exposicion de una solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos
en una instalacion de produccion farmacéutica antes de la liofilizacion se controla durante la carga en el medio de
liofilizacion; en donde "alta pureza" significa al menos que la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la suma
de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de
analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o
menos en la preparacion; la etapa de carga es una etapa que dura tres o mas horas; el ambiente aéreo es un ambiente
en el que el aire limpio que ha pasado a través de un filiro HEPA se mantiene como un flujo aéreo unidireccional hacia
abajo desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm directamente debajo del filtro HEPA es 0,2-1,0 m/s.

La presente invencion también se refiere a un método de prueba que es importante para cumplir con las leyes y
regulaciones y asegurar la compatibilidad de la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como un producto
farmacéutico. Este método de prueba se caracteriza por confirmar la presencia de uno o mas o todos los analogos de
PTH anteriores y/o determina las cantidades presentes. Los siguientes también estan abarcados como aspectos y
realizaciones preferidas.

[41] Un método para probar una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el método por
confirmar la presencia de al menos uno o mas de los analogos de PTH 1 a 11 de [2] y/o determinar las cantidades
presentes en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[42] Un método para probar una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el método por
confirmar la presencia de al menos uno o mas de los analogos de PTH 1' a 11' de [3] y/o determinar las cantidades
presentes en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[43] El método expuesto en [41] o [42] en donde la determinacion de los analogos de PTH incluye calcular el area del
pico correspondiente al analogo de PTH en un cromatograma cuando la absorcion ultravioleta de una muestra derivada
de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se mide por cromatografia liquida de alto rendimiento.

[44] EI método expuesto en [43] que incluye el calculo de la pureza del péptido PTH en la preparacion liofilizada que
contiene péptido PTH comparando el area de un pico correspondiente a un analogo de PTH en un cromatograma y el
area de pico correspondiente a péptido PTH o la suma del area de pico del péptido PTH y el area de pico de todos los
demas analogos de PTH detectados en el mismo cromatograma cuando la absorbancia ultravioleta de una muestra
procedente de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se mide mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento.

[45] El método expuesto en [44] que incluye el calculo de la pureza del péptido PTH en una preparacion liofilizada que
contiene péptido PTH comparando el area de ese pico y el area de pico correspondiente al péptido PTH o la suma del
area de pico de péptido PTH y el area de pico de todos los demas analogos de PTH detectados en el mismo
cromatograma cuando se usan condiciones de cromatografia de modo que se detecten dos o mas analogos de PTH
cualesquiera como uno o mas picos individuales en el cromatograma.

[46] El método expuesto en cualquiera de [41] a [45] para garantizar que la cantidad de al menos un analogo de PTH
frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de 1,0 % o menos y/o la
cantidad total de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de
PTH es de 5,0 % o menos en una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[47] EI método expuesto en cualquiera de [41] a [46] que incluye la deteccidn del nimero masico de los analogos de
PTH usando un espectrometro de masas de cromatografia liquida de alto rendimiento.

[48] EI método expuesto en cualquiera de [41] a [47] que incluye fraccionar una sustancia que da un pico Unico en el
cromatograma e identificar el nimero masico de los fragmentos producidos al digerir esta sustancia usando tripsina.

[49] Un método para producir un producto farmacéutico que comprende una preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH que incluye una etapa para llevar a cabo el método de prueba de cualquiera de [41] a [48].

Los siguientes aspectos también estan destinados a preparaciones liofilizadas preferidas que contienen péptido PTH
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de la presente invencion.

[50] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose la preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH por que al menos uno o mas analogos de PTH es 1,0 % o menos frente a la suma de la cantidad de
péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH y/o la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos frente
a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH.

[51] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose la preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH por que cualquiera de los analogos de PTH respectivos es 1,0 % o menos frente a la suma de la cantidad
de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH y/o la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos
frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH.

[52] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en [50] o [51] en donde el analogo de PTH es un
analogo expuesto en [2].

[53] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en [50] o [51] en donde el analogo de PTH es un
analogo expuesto en [3].

[54] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en [52] en donde la cantidad de analogos frente a
la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH esta en al menos las siguientes
relaciones:

la cantidad de analogo 1 es 0,04 % o menos;

la cantidad total de analogo 3 y analogo 4 es 0,11 % o menos;

la cantidad de analogo 5 es 0,26 % o menos;

la cantidad de analogo 7 es 0,33 % o menos;

la cantidad de analogo 8 es un porcentaje seleccionado arbitrariamente de 0,21-1,00 %; y
la cantidad de analogo 9 es 0,68 % o menos.

[55] Una preparacion liofilizada que contiene péptido de PTH expuesto en [53] en donde la cantidad de analogos frente
a la suma de la cantidad de péptido de PTH y la cantidad total de analogos de PTH esta en al menos las siguientes
relaciones:

la cantidad de analogo 1' es 0,04 % o menos;

la cantidad total de analogo 3'y analogo 4' es 0,11 % o menos;

la cantidad de analogo 5' es 0,26 % o menos;

la cantidad de analogo 7' es 0,33 % o menos;

la cantidad de analogo 8' es un porcentaje seleccionado arbitrariamente de 0,21-1,00 %; y
la cantidad de analogo 9' es 0,68 % o menos.

[56] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [52] en donde la cantidad de analogo 1, cantidad
de analogo 2, cantidad total de analogo 3 y analogo 4, cantidad de analogo 5, cantidad de analogo 6, cantidad de
analogo 7, cantidad de analogo 8, cantidad de analogo 9 y cantidad total de analogo 10 y analogo 11 son todas 1,0 %
o menos frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH.

[57] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en [53] en donde la cantidad de analogo 1',
cantidad de analogo 2', cantidad total de analogo 3' y analogo 4', cantidad de analogo 5', cantidad de analogo 6',
cantidad de analogo 7', cantidad de analogo 8', cantidad de analogo 9' y cantidad total de analogo 10"y analogo 11’
son todas 1,0 % o menos frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH.

[58] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [50] a [57] en donde la preparacion
liofilizada que contiene péptido PTH es una preparacion alojada en un recipiente de vidrio con tapon.

[59] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [50] a [58] en donde la preparacion
liofilizada que contiene péptido PTH es una preparacion de vial de vidrio.

[60] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH segun cualquiera de [50] a [59] en donde el péptido PTH es
PTH humana (1-34)

La presente invencién proporciona una preparacion liofilizada que contiene PTH de alta pureza. De manera especifica,
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la produccién de analogos de PTH que se ha caracterizado y confirmado que se producen en la preparacion liofilizada
que contiene PTH que no es deseable durante la fabricacion farmacéutica se inhibe y disminuye en la presente
invencion. También se puede producir una preparacion calificada como un producto farmacéutico confirmando y
garantizando al mismo tiempo la calidad de la preparacion liofilizada que contiene PTH de manera sencilla, rapida y
precisa determinando los analogos de PTH.

Breve descripcion de los dibujos

La [Figura 1] muestra los cromatogramas cuando se midi6 la absorbancia ultravioleta (214 nm) mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) tomando como muestra un péptido PTH usado como materia prima de una
preparacion liofilizada de péptido PTH producida como un ejemplo de trabajo y ejemplo comparativo. El eje horizontal
representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de absorcién. El pico grande que aparece
aproximadamente a los 20-21 minutos es PTH humana (1-34). "6 (numero rodeado)" corresponde al analogo 7
(analogo 7') y "7 (nimero rodeado)" corresponde al analogo 8 (analogo 8').

La [Figura 2] muestra el cromatograma cuando se midio la absorbancia ultravioleta (214 nm) mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) tomando como muestra una preparacion liofilizada de péptido PTH producida como
Ejemplo 1. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de absorcion. El pico
grande que aparece a los 21,157 min (tiempo de retencién) es la PTH humana (1-34). "1 (numero rodeado)"
corresponde al analogo 1 (analogo 1'); "2 (nimero rodeado)" corresponde al analogo 2 (andlogo 2'); "3 (numero
rodeado)" corresponde a una mezcla de analogo 3 y analogo 4' (mezcla de analogo 3' y analogo 4'); "4 (nimero
rodeado)" corresponde al analogo 5 (analogo 5'); "6 (numero rodeado)" corresponde al analogo 7 (analogo 7'); "7
(numero rodeado)" corresponde al analogo 8 (analogo 8'); "8 (numero rodeado)" corresponde al analogo 9 (analogo
9"; "9 (numero rodeado)" corresponde a una mezcla de analogo 10 y andlogo 11 (mezcla de analogo 10' y mezcla
11').

La [Figura 3] muestra el cromatograma cuando se midio la absorbancia ultravioleta (214 nm) mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) tomando como muestra una preparacion liofilizada de péptido PTH producida como
Ejemplo comparativo 1. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de
absorcion. El pico grande que aparece a los 20,279 min (tiempo de retencion) es la PTH humana (1-34). "5 (nimero
rodeado)" corresponde al analogo 6 (analogo 6'); el significado de los otros numeros rodeados es el mismo que en la
figura 2.

La [Figura 4] muestra el cromatograma cuando se midio la absorbancia ultravioleta (214 nm) mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) tomando como muestra una preparacion liofilizada de péptido PTH expuesta a
ozono como en el Ejemplo de prueba 2. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la
intensidad de absorcion. El pico grande que aparece a los 22,670 min (tiempo de retencién) es la PTH humana (1-34).
El significado de los nimeros rodeados es el mismo que en la figura 2.

La [Figura 5] muestra la estructura de un compuesto de 6xido de metionina.
La [Figura 6] muestra la estructura de una variante de triptéfano.

La [Figura 7] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 1. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 8] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 2. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 9] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
de una mezcla de analogo 3 y analogo 4. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la
intensidad de deteccion.

La [Figura 10] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 5. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 11] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 6. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 12] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 7. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 13] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 8. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 14] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
del analogo 9. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad de deteccion.

La [Figura 15] muestra los resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (LC/MS)
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de una mezcla de analogos 10 y 11. El eje horizontal representa el tiempo (min) y el eje vertical representa la intensidad
de deteccion.

La [Figura 16] es un diagrama esquematico que muestra un ejemplo de medios de liofilizacion preferidos de la presente
invencion.

La [Figura 17] es un diagrama esquematico que muestra un ejemplo de medios de liofilizacion preferidos de la presente
invencion.

La presente invencién se describira ahora con mas detalle.
(1) Péptido PTH

La expresion "péptido PTH" en la presente invencion se usa como un término colectivo para PTH natural y sustancias
de actividad fisiologica equivalente. La actividad fisioldgica de PTH se caracteriza por actuar para elevar el calcio
sérico. Los péptidos PTH preferidos abarcan PTH natural y péptidos parciales de los mismos, que pueden ser péptidos
que tienen un peso molecular de aproximadamente 4000 a 10.000. Sin embargo, Los péptidos PTH son aquellos en
donde ninguno de los restos de aminoacidos constituyentes se ha modificado quimicamente en comparacion con la
forma natural; no incluyen los (2) analogos de PTH analizados posteriormente. Los ejemplos concretos de péptidos
parciales incluyen PTH humana (1-34), PTH humana (1-35), PTH humana (1-36), PTH humana (1-37), PTH humana
(1-38), PTH humana (1-84) y similares, todas los cuales tienen una secuencia de 34-84 aminoacidos. De manera
especifica, la PTH humana (1-34) es un péptido parcial de la secuencia de forma natural correspondiente a los
numeros de aminoacidos 1-34 de PTH humana natural. Se prefieren PTH humana (1-34) y PTH humana (1-84) y se
prefiere especialmente PTH humana (1-34). La secuencia de aminoacidos de PTH humana (1-34) es la siguiente:

[Férmula quimica 4]

H-Ser—Val—Ser—Glu—~lle—Gln—~Leu~Met—Hi
s~Asn—Leu—Gly~Lys—His—Leu—~Asn—Ser—~Met
=Glu=~Arg—-Val—-Glu~Trp—Leu—Arg—Lys—Lys—
Leu—-Glp—Asp—Val-His—Asn—Phe—-0OH

(SEQ ID NO: 4)

El péptido PTH de la presente invencion también puede estar presente como una sal formada con uno o mas acidos
organicos volatiles. Los ejemplos de acidos organicos volatiles incluyen acido trifluoroacético, acido formico, acido
acético y similares. Como un ejemplo preferido, se puede proporcionar acido acético, pero los ejemplos preferidos no
se limitan a este. La relacion de los dos cuando el péptido PTH libre y un acido organico volatil forman una sal no esta
particularmente restringida mientras se forme una sal. Por ejemplo, ya que la PTH humana (1-34) tiene nueve restos
de aminoacidos basicos y cuatro restos de aminoacidos acidos en su molécula, teniendo en cuenta la formacion de
sales en estas moléculas, el resto de aminoacido basico 5 puede convertirse en un equivalente quimico de acido
acético. Por ejemplo, si se usa un contenido de acido acético representado por el peso de acido acético x 100 (%)/peso
del péptido de PTH humana (1-34) como la cantidad de acido acético, como una teoria, el equivalente quimico de
acido acético frente a PTH humana libre (1-34) se convierte en aproximadamente 7,3 % (% en peso). En esta memoria
descriptiva, la PTH humana libre (1-34) también se denomina en ocasiones "teriparatida”, y el acetato de teriparatida
también se denomina en ocasiones "acetato de teriparatida". El contenido de acido acético en acetato de teriparatida
no esta particularmente restringido siempre que la teriparatida y el acido acético formen una sal. Por ejemplo, puede
ser 7,3 %, que es el equivalente quimico tedrico anterior, o superior, o puede ser de mas del 0 % a menos del 1 %.
Son ejemplos mas concretos del contenido de acido acético en acetato de teriparatida 1-7 %, preferiblemente 2-6 %.

Sin embargo, independientemente de si el péptido PTH de la presente invencién es un compuesto libre o una sal del
mismo, la cantidad de péptido PTH en la preparacion de la presente invencion, cantidad de diversos analogos de PTH,
cantidad de mezcla de analogos de PTH y analogos de PTH totales se pueden determinar mediante pruebas de HPLC.
Debe observarse que en este caso el péptido PTH y los analogos de PTH se determinan como compuestos libres.

(2) Analogos de PTH

La expresion "analogo de PTH" en la presente invencion se define en sentido amplio como uno detectado como un
pico diferente del péptido PTH que es el principio activo en el cromatograma cuando se somete una muestra de una
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH a HPLC. Por lo tanto, si se detectan como un pico diferente del
péptido PTH original en el cromatograma, todas las sustancias quimicas incluidas en este pico pueden considerarse
juntas como un unico "analogo de PTH" incluso cuando dos o mas sustancias quimicas separadas estan presentes
en la mezcla dentro del pico. Es decir, para fines de medicién general y para confirmar la pureza de una preparacion
liofilizada, incluso una mezcla de miltiples sustancias quimicas detectables como un solo pico en el cromatograma de
HPLC se denomina exhaustivamente "analogo" y se realizan en general confirmacién de pureza, calculo de pureza 'y
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similares con respecto a un solo pico que consiste en dicha mezcla como un "analogo" por conveniencia. En
consecuencia, no existe ningun problema con respecto a una mezcla de multiples sustancias quimicas detectadas
como un solo pico en HPLC en condiciones dadas exhaustivamente como un tipo de "analogo de PTH".

En la presente invencion, los analogos de PTH que se ha descubierto que se producian durante la produccion de una
preparacion liofilizada que contenia péptido PTH se caracterizaron como se muestra en la Tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]

Tabla 1: Caracterizacion de analogos de PTH

Resumen de cambios
Analogo Fragmento cambiado | Aminoacido i Cambios estructurales estimados
99 | (digestion con tripsina) | cambiado | Cambio Naturaleza
de masa del cambio
T1 Met 8 16 Da Oxidacion
— PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-
! T2 Met 18 16 Da Oxidacion | \jet 18 [0]-Trp 23 [dioxidacion]
T3 Trp 23 32 Da a)
T Met 8 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-
2 T2 Met 18 16 Da Oxidacién Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-
T3 Trp 23 4 Da b) eliminacion de acido férmico]
3 T1 Met 8 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-
T2 Met 18 16 Da Oxidacion Met 18 [O]
4 T Met 8 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-
T3 Trp 23 32 Da a) Trp 23 [dioxidacion]
5 T2 Met 18 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-
T3 Trp 23 32 Da a) Trp 23 [dioxidacion]
T2 Met 18 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-
6 Trp 23 [dioxidacién-eliminacion
T3 Trp 23 4 Da b) de é&cido formico]
T1 Met 8 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 8 [O]
T2 Met 18 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 18 [O]
9 T3 Trp 23 32 Da a) PTH humana (1-34)-Trp 23
[dioxidacion]
10 T3 Trp 23 16 Da c) PTH humana (1-34)-Trp 23
[monoxidacion]
PTH humana (1-34)-Trp 23
11 T3 Trp 23 4 Da b) [dioxidacién-eliminacién de acido
férmico]

En la tabla 1 anterior, T1-T3 son fragmentos normales producidos cuando cada analogo es digerido por tripsina y son
los siguientes cuando se enumeran basandose en la secuencia de aminoacidos de la secuencia de PTH humana (1-
34).

[Férmula quimica 5]

T1: (correspondiente a las posiciones 1-13 de PTH humana (1-34) Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-
Lys (SEQ ID NO: 1)

T2: (correspondiente a las posiciones 14-20 de PTH humana (1-34) His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2)
T3: (correspondiente a las posiciones 21-25 de PTH humana (1-34) Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3)

Los numeros de los aminoacidos modificados en la tabla 1 se expresan como los nimeros de aminoacidos
correspondientes de la secuencia de PTH humana (1-34). La misma notacion se usa en esta memoria descriptiva a
menos que se indique otra cosa.

En las estructuras estimadas de la tabla 1, PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacién] (analogo 1')
significa un analogo de PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y 18 de PTH humana
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(1-34) son cada uno restos de sulféxido de metionina, el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 es un resto
mostrado por la siguiente estructura (a) (resto de oxidacion de Trp 23 (a)) y las otras estructuras son iguales que el
péptido PTH original.

[Férmula quimica 6]

{a)

PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-eliminaciéon de acido férmico] (analogo 2') significa un
analogo de PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y 18 de PTH humana (1-34) son
cada uno restos de sulféxido de metionina, el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 es un resto mostrado
por la siguiente estructura (b) (resto de oxidacion de Trp 23 (b)) y las otras estructuras son iguales que el péptido PTH
original.

[Férmula quimica 7]

(b)

De manera similar, PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O] (analogo 3') significa un analogo de PTH en el que los
restos correspondientes a la metionina de posiciéon 8 y 18 de PTH humana (1-34) son restos de sulféxido de metionina
y las otras estructuras son iguales que el péptido PTH original. PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23 [dioxidacion]
(analogo 4') significa un analogo de PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicion 8 de PTH
humana (1-34) es un resto de sulféxido de metionina, el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 es un resto
de oxidacion de Trp 23 (a) y las otras estructuras son iguales que el péptido PTH original. Asimismo, el analogo 3'y el
analogo 4' tienden a detectarse como un solo pico, dependiendo de las condiciones de HPLC. En este caso, el analogo
de PTH puede definirse como una mezcla de analogo 3'y analogo 4' como se ha analizado anteriormente.

PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacién] (analogo 5') significa un analogo de PTH en el que el resto
correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) es un resto de sulféxido de metionina, el resto
correspondiente al triptéfano de posicion 23 es un resto de oxidacion de Trp 23 (a) y las otras estructuras son iguales
que el péptido PTH original.

PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-eliminacion de acido férmico] (analogo 6') significa un analogo de
PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicion 18 de PTH humana (1-34) es un resto de sulfoxido
de metionina, el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 es un resto de oxidacion de Trp 23 (b) y las otras
estructuras son iguales que el péptido PTH original.

PTH humana (1-34)-Met 8 [O] (analogo 7') significa un analogo de PTH en el que el resto correspondiente a la
metionina de posicion 8 de PTH humana (1-34) es un resto de sulféxido de metionina y las otras estructuras son
iguales que el péptido PTH original.

PTH humana (1-34)-Met 18 [O] (analogo 8') significa un analogo de PTH en el que el resto correspondiente a la
metionina de posicion 18 de PTH humana (1-34) es un resto de sulféxido de metionina y las otras estructuras son
iguales que el péptido PTH original.
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PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion] (analogo 9') significa un analogo de PTH en el que el resto correspondiente
al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) es un resto de oxidacion de Trp 23 (a) y las otras estructuras son
iguales que el péptido PTH original.

PTH humana (1-34)-Trp 23 [monoxidacion] (analogo 10') significa un analogo de PTH en el que el resto
correspondiente al triptéfano de posiciéon 23 de PTH humana (1-34) es un resto mostrado por la siguiente estructura
(c)-1 o (c)-2 (resto de oxidacion de Trp 23 (c)) de resto y las otras estructuras son iguales que el péptido PTH original.

[Férmula quimica 8]

{(c) —1 {e¢) —2

PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion-eliminacion del acido formico] (analogo 11') significa un analogo de PTH en
el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) es un resto de oxidacion de Trp 23
(b) y las ofras estructuras son iguales que el péptido PTH original. Asimismo, el analogo 10"y el analogo 11' tienden a
detectarse como un solo pico, dependiendo de las condiciones de HPLC. En este caso, el analogo de PTH puede
definirse como una mezcla de analogo 10'y analogo 11' como se ha analizado anteriormente.

En los analogos anteriores 1' a 11', el péptido PTH cambia porque se introducen los restos de aminoacidos modificados
producidos por la oxidacién de metionina o triptéfano. Por lo tanto, es ldgico suponer que la produccién de los analogos
de PTH de la presente invencion se inicia por contacto entre una sustancia que tiene capacidad oxidante y el péptido
PTH. En esta memoria descriptiva, una "sustancia que tiene capacidad oxidante" significa una sustancia que tiene la
capacidad de oxidar un aminoacido estructural del péptido PTH, especialmente metionina o triptéfano. Dado que
ozono, formaldehido y otras moléculas gaseosas oxidantes de este tipo estan presentes en ocasiones en el aire en
una instalacién de produccién farmacéutica, como se ha analizado anteriormente, dichas sustancias capaces de oxidar
metionina y triptéfano que pueden estar contenidas en el aire en una instalaciéon de produccion farmacéutica son de
interés como "sustancias que tienen capacidad oxidante" en la presente memoria descriptiva.

Asimismo, como resulta evidente a partir de lo anterior, la definicién anterior de analogos de PTH se puede aplicar
incluso cuando el péptido PTH contenido como principio activo es distinto de la PTH humana (1-34). Por ejemplo,
cuando se usa PTH humana (1-84) como principio activo, el analogo 1' correspondiente también se puede expresar
como PTH humana (1-84)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion]. En este caso, el analogo puede especificarse
como uno en el que los restos de metionina de posicion 8 y 18 de PTH humana (1-84) son cada uno restos de sulféxido
de metionina, el resto de triptéfano de posicion 23 es un resto de oxidacion de Trp 23 (a) y las otras estructuras son
iguales que PTH humana (1-84).

(3) Deteccion y determinacion de analogos de PTH

Los analogos de PTH en una preparacion liofilizada que contiene PTH se pueden detectar o determinar produciendo
una muestra mediante la disolucion de la preparacion en un disolvente adecuado (tampon fosfato que contiene cloruro
de benzalconio o similar) y sometiendo esta muestra a HPLC en, por ejemplo, las siguientes condiciones.

<Condiciones de HPLC>
a) Detector: Absorciometro ultravioleta (longitud de onda de medicién: 214 nm)

b) Columna: Tubo de acero inoxidable de 150 mm de longitud con un diametro interno de 4,6 mm empaquetado con
3,5um de gel de silice octadecilsillado para cromatografia liquida (Zorbax 300SB-C18 fabricado por Agilent
Technologies o un producto equivalente)

c) Temperatura de la columna: Temperatura constante cercana a 40 °C
d) Fase movil:

Fase movil A: Disolver 28,4 g de sulfato de sodio anhidro en 900 ml de agua y llevarlo a 1000 ml afiadiendo agua
después de anadir acido fosférico para ajustar el pH a 2,3. Afiadir 100 ml de acetonitrilo a estos 900 ml de liquido.
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Fase movil B: Disolver 28,4 g de sulfato de sodio anhidro en 900 ml de agua y llevarlo a 1000 ml afiadiendo agua
después de afadir acido fosférico para ajustar el pH a 2,3. Afadir 500 ml de acetonitrilo a 500 ml de este liquido.

e) Suministro de fase movil: El control del gradiente de concentracion se proporciona variando la relacion de mezcla
de la fase movil A y la fase mévil B como se muestra en la tabla 2.

[Tabla 2]

Tabla 2: Control de gradiente de concentracion

Tiempo despues de(:ﬁirl]r;yecmon de muestra Fase movil A (% en volumen) Fase movil B (% en volumen)
0-5 100—65 0—-35

5-35 65—60 35—-40

35-45 60—0 40—100

f) Caudal: 1,0 ml/min

g) Tiempo de deteccién: 45 minutos después de la inyeccion de la solucion de muestra. Sin embargo, esto es de la
parte posterior del pico del disolvente.

Ya que el péptido PTH y analogos de PTH de la presente invencién tienen absorbancia sustancial en la region
ultravioleta, la supervision de la absorcion ultravioleta es ventajosa para su deteccion y determinacion. La longitud de
onda de medicion no esta particularmente restringida siempre que permita la deteccién del péptido PTH y analogos
de PTH. Se pueden seleccionar una o mas longitudes de onda, por ejemplo, en el intervalo de 210-360 nm,
preferiblemente 210-280 nm y mas preferiblemente 210-254 nm. Un ejemplo de una longitud de onda adecuada es
214 nm. Se puede producir un cromatograma basado en los valores medidos de esta absorcion ultravioleta.

La cantidad de cada analogo de PTH y la cantidad de péptido PTH se puede determinar calculando cada area de pico
(p. €j., mediante integracién automatica) en el cromatograma basado en el cromatograma obtenido realizando HPLC
como se ha analizado anteriormente. La cantidad de cada analogo de PTH (%) y la cantidad total de analogos de PTH
(%) se pueden determinar y comparar basandose en los valores calculados mediante las siguientes formulas 1y 2.
Asimismo, el "area de pico total" en las férmulas es un valor determinado mediante la suma del area de pico del péptido
PTH y las areas de picos de todos los demas analogos de PTH detectados en el cromatograma. Por lo tanto, el "area
de pico total" corresponde a la "suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH". Ademas,
a menos que se indique especificamente de otro modo, "%" tiene el significado de la siguiente formula en la presente
invencion.

<Férmula 1>

Cantidad de cada analogo de PTH (%) = (area de pico de cada analogo/area de pico total)x100

<Férmula 2>

Cantidad total de analogos de PTH (%) = (suma total de areas de pico de cada analogo/area de pico total)x100

Asimismo, los analogos 3 y 4 (analogos 3'y 4') producidos a partir de PTH humana (1-34) se eluyen como un solo
pico, como se ha mencionado anteriormente, cuando la HPLC se lleva a cabo en las condiciones anteriores. Ya que
la consideracion de este pico Unico como un analogo no afecta a los resultados cuando se usa para confirmar la pureza
o medir la preparacion en este caso, el pico mixto de los analogos 3 y 4 (analogos 3'y 4') puede considerarse como
un analogo. Sucede lo mismo también para los analogos 10 y 11 (analogos 10"y 11').

La tabla 3 a continuacion muestra un ejemplo de mediciéon normal cuando se realiz6 HPLC en las condiciones
anteriores en una muestra procedente de una preparacion liofilizada que contiene PTH humana (1-34). Asimismo, la
notacioén "tiempo de retencion relativo aproximado” en la tabla se debe a que el tiempo de retencion relativo también
cambia en ocasiones segun la columna usada o la velocidad de flujo de la fase mévil. No obstante, cada analogo
puede identificarse y determinarse basandose en el patron del cromatograma tomando este tiempo de retencion
relativo como criterio incluso en este caso.
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[Tabla 3]
Tabla 3: Ejemplo de medicién de HPLC

Tiempo de retencion relativa aproximado,

Analogo de PTH tomando el tiempo de retencion de PTH
humana (1-34) como 1,00
(1) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] 0,49
(2) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion- 050
eliminacion de acido férmico] ’
(3) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O] 052

y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23 [dioxidacion]
(4) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] 0, 55
(5) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-

eliminacion de acido férmico] 0,57
(6) PTH humana (1-34)-Met 8 [O] 0,60
(7) PTH humana (1-34)-Met 18 [O] 0,66
(8) PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion] 0,69
(9) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Trp 23

[monoxidacién] y PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion- 0,74

eliminacion de acido férmico]

(4) Preparacion liofilizada que contiene péptido PTH

Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones es una preparacion
liofilizada que contiene péptido PTH como principio activo.

En las reivindicaciones, una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH es una preparacion liofilizada que
contiene péptido PTH en donde la cantidad de un analogo de PTH en la preparacion es 1,0 % o menos frente a la
"suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH" y/o la cantidad total de analogos de PTH
en la preparacion es 5,0 % o menos frente a la "suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos
de PTH". La definicién de analogos de PTH se expone en las reivindicaciones.

Segun las reivindicaciones, la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invencidon es una
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH en donde la cantidad de cualquiera de los analogos de PTH
respectivos es 1,0 % o menos frente a la "suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH"
y/o la cantidad total de analogos de PTH en la preparacién es 5,0 % o menos frente a la "suma de la cantidad de
péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH". Asimismo, "1,0 % o menos" y "5,0 % o menos" significan que no
esta contenido absolutamente ningun analogo de PTH en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la
presente invencion o cuando esta contenido ese % o menos.

Preferiblemente, la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invencién no contiene mas del
1,0 % de al menos uno o mas analogos de PTH frente a la "suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de
analogos de PTH", y mas preferiblemente no contiene mas del 1,0 % de ningun analogo de PTH frente a la "suma de
la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH". Ademas, cuando dos analogos dan un solo pico
en el cromatograma, como se ha mencionado anteriormente, el pico Unico se considera un analogo y el analogo asi
considerado mas preferiblemente no esta contenido en una cantidad que supere el 1,0 % frente a la "suma de la
cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH". La cantidad de cada analogo de PTH en la
preparacion es preferiblemente "1,0 % o menos", pero también se prefieren 0,9 % o menos, 0,8 % o menos, 0,7 % o
menos y 0,6 % o menos son.

Un ejemplo de una preparacion liofilizada adecuada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones
aparece a continuacion en la tabla 4. (Asimismo, la "cantidad total de PTH" en la tabla significa la "suma de la cantidad
de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH").
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[Tabla 4]

Tabla 4: Preparacion liofilizada adecuada que contiene péptido PTH de la presente invencion

Analogo de PTH Contenido frente a cantidad total de PTH (%)
(1) PTH-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] (p. €j., PTH 0,04 % o menos, preferiblemente 0,03 % o
humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion]) menos

(3) Mezcla que contiene PTH-Met 8 [O]-Met 18 [O] y PTH-Met 8
[O]-Trp 23 [dioxidacion] (p. ej., Mezcla que contiene PTH humana
(1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O] y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp
23 [dioxidacion])

0,11 % o menos, preferiblemente 0,10 % o
menos, lo mas preferiblemente 0,03 % o
menos

0,26 % o menos, preferiblemente 0,20 % o
menos, lo mas preferiblemente 0,06 % o
menos

(4) PTH-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] (p. €j., PTH humana (1-
34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion])

0,33 % o menos, preferiblemente 0,30 % o
(6) PTH-Met 8 [O] (p. €j., PTH humana (1-34)-Met 8 [O]) menos, lo mas preferiblemente 0,23 % o
menos

Porcentaje arbitrario seleccionado de 1,01-
2,00 % o menos, preferiblemente 1,00 % o
(7) PTH-Met 18 [O] (p. €j., PTH humana (1-34)-Met 18 [O]) menos, mas preferiblemente 0,50 % o
menos, lo mas preferiblemente 0,36 % o
menos

0,68 % o menos, preferiblemente 0,50 % o
menos, lo mas preferiblemente 0,11 % o
menos

(8) PTH-Trp 23 [dioxidacion] (p. €j., PTH humana (1-34)-Trp 23
[dioxidacion])

Para explicar mejor la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones, la
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones puede contener diversos aditivos.
Los ejemplos de aditivos incluyen azlcares, aminoacidos, cloruro de sodio y similares. Cuando se usan azlcares
como aditivos, se afiade preferiblemente manitol, glucosa, sorbitol, inositol, sacarosa, maltosa, lactosa o trehalosa en
una cantidad de 1 en peso o mas (preferiblemente 50-1000 en peso) por peso de péptido PTH. Cuando se usan
azucares y cloruro de sodio como aditivos, se afiade preferiblemente cloruro de sodio en una cantidad de 1/1000-1/5
en peso (preferiblemente de 1/100 a 1/10 en peso) por peso de azucares.

(5) Recipiente de la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones

El recipiente usado para la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invenciéon no esta
particularmente restringido, pero la preparacion es preferiblemente una preparacion liofilizada que contiene péptido
PTH alojado en un recipiente de vidrio con tapén. El material del tapén no esta particularmente restringido, pero se
prefiere goma. El tapon preferiblemente se lava, se esteriliza y/o se seca.

La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones alojadas en un recipiente de
vidrio con tapon es, por ejemplo, una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH alojado en un vial de vidrio que
tiene un tapdn de goma (preparacion de vial de vidrio), preparacion de kit que comprende una preparacion liofilizada
que contiene péptido PTH alojado en un vial de vidrio que tiene un tapon de goma y una ampolla llena de manera
estéril con solucidon acuosa para disolucién, preparacion del kit que comprende una preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH y una jeringa precargada llena de manera estéril con solucidon acuosa para disolucion o preparacion de
doble camara de vidrio (estan presentes dos camaras en una jeringa, una camara que contiene preparacion liofilizada
que contiene péptido PTH y la otra que contiene solucién acuosa para disolucion). Una preparacion de vial de vidrio
es la mas preferida como la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invencion. Los ejemplos
del material del tapén de goma incluyen goma de butilo clorado, goma de butilo normal, goma de butadieno, goma de
isopreno, goma de silicona, elastomero y similares. Se prefiere vidrio de silicato como el vidrio.

(6) Produccion de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH

Se produce una preparacion liofilizada mediante un proceso que normalmente incluye cualquiera o todas las siguientes
etapas, dependiendo de su uso. A menos que se indique otra cosa, la preparacion liofilizada que contiene péptido
PTH como se cita en las reivindicaciones también se puede producir segun las siguientes etapas. Especificamente, el
esquema de produccion de la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invencion incluye al
menos una etapa de preparacion de solucién que contiene principio activo y una etapa de liofilizacion explicada a
continuacién. Habitualmente, incluye una etapa de preparacion de solucion que contiene principio activo, etapa de
carga y etapa de liofilizacion, y preferiblemente incluye una etapa de preparaciéon de solucion que contiene principio
activo, etapa de filtracion aséptica y distribucion de solucidon farmacolégica, etapa de carga, etapa de liofilizacion y
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etapa de envasado.
1) Etapa de preparacion de solucién de principio activo

Esta etapa disuelve un compuesto a granel del principio activo y diversos aditivos seguin sea necesario en un disolvente
(p. €j., agua para inyeccion). Pueden realizarse ajuste del pH de la solucion, ajuste del volumen de la solucion y
similares segun sea necesario. El tiempo necesario para esta etapa no esta particularmente restringido siempre que
esté dentro del intervalo aceptable para la produccién industrial, pero puede ser de 0,5-5 horas, habitualmente
aproximadamente 1-3 horas.

Cuando el péptido PTH como se cita en las reivindicaciones es el principio activo, es preferible disolver el péptido PTH
a granel por adelantado y afiadirlo a una solucién en la que se han disuelto los diversos aditivos. Los ejemplos de
aditivos incluyen excipientes, estabilizantes, adyuvantes de disolucion, antioxidantes, analgésicos, agentes
isotonificantes, reguladores del pH y conservantes.

2) etapa de filtracion aséptica y distribucion de solucién farmacoldégica

Esta etapa incluye filtracion aséptica de la solucidon que contiene principio activo preparada en la etapa anterior y llenar
un recipiente adecuado para la realizacién de la etapa de liofilizacion explicada a continuaciéon con esta solucion
aséptica filtrada (solucién farmacologica).

En una etapa normal, se lleva a cabo filtracion aséptica usando un filtro. Se pueden usar diversos productos
comerciales como el filtro para filtracién aséptica. El tamafio de poro del filtro es preferiblemente 0,2 um o menos o
0,22 ym o menos. Los expertos en la técnica conocen bien equipamiento especifico y similares para realizar filtracion
aséptica. Dicha filtracion aséptica hace posible preparar una solucion farmacoldgica para producir una preparacion
liofilizada para utilizar como producto farmacéutico.

Los especialistas en la técnica también conocen bien el llenado de solucion farmacoldgica normal en esta etapa.
Habitualmente, los recipientes individuales se llenan directamente con solucién farmacoldgica después de filtracion
aséptica de la solucién del principio activo. Como alternativa, se puede filtrar de manera aséptica una gran cantidad
de solucion de una vez y distribuirse posteriormente en recipientes adecuados para su uso en la siguiente etapa. Un
ejemplo de estos recipientes es un vial de vidrio que se puede tapar con un tapén de goma o similar. El uso de dichos
viales de vidrio es provechoso en la produccién de una preparacién en un vial de vidrio.

El tiempo necesario para esta etapa tampoco esta particularmente restringido siempre que esté dentro del intervalo
aceptable para la produccion industrial, pero puede ser de 0,5-2 horas, habitualmente 0,5-1 hora, como la etapa de
filtracion y 3-10 horas, habitualmente 6-10 horas, como la etapa de llenado.

Asimismo, cuando la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones se convierte
en una preparacion en un vial de vidrio, se puede llenar un vial de vidrio, por ejemplo, con aproximadamente 1 g
(preferiblemente 0,3-3 g, mas preferiblemente 0,5-0,6 g) de solucion filirada de manera aséptica que contiene péptido
PTH.

3) Etapa de carga

La expresion etapa de carga significa aqui una serie de etapas por las que los recipientes llenos preparados como se
ha descrito anteriormente se transportan (transfieren) al medio de liofilizacion usado en la siguiente etapa y se cargan
y colocan en ese medio.

Los tapones de los recipientes llenos estan habitualmente abiertos o parcialmente abiertos para secar al vacio la
solucion llena congelada en una etapa posterior en la produccion de una preparacion liofilizada. Un tapén abierto
significa que el tapdn esta completamente abierto y un tapén parcialmente abierto significa que el tapdn no esta abierto
pero no esta cerrado. Esto hace posible secar al vacio la solucién farmacolégica en el recipiente después de congelar.
Por ejemplo, cuando el producto es una preparacion en un vial de vidrio, se crea un estado de tapén parcialmente
abierto como anteriormente al tapar parcialmente el vial lleno usando un tapén de goma después de llenar el vial de
vidrio con solucion filirada de manera aséptica (solucion farmacolégica). Cuando la preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH de la presente invencién se prepara como una preparacion en un vial de vidrio o similar, también se
incluye una etapa para proporcionar tapado parcial de esta manera en esta etapa de carga.

Un medio de liofilizacion es un medio que hace posible secar la solucion congelada al vacio. Un medio para produccion
industrial estd preferiblemente provisto de una funcidon de refrigeracion adecuada para congelar la solucion o
preferiblemente provisto de una funcién para calentar adecuadamente el material para liofilizar durante este
tratamiento para acelerar la liofilizacion. Ya que el material para liofilizar se carga en una camara en un medio de
liofilizacion normal adecuado para produccion industrial, este medio tiene una puerta grande (también denominada
"puerta grande" en lo sucesivo en el presente documento) que corresponde basicamente a toda su superficie frontal.
Un medio de liofilizacion normal es una camara de liofilizacion (también denominada "liofilizador") y se comercializan
muchas formas de esta.
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Para explicar esta etapa a modo de ejemplo, tomando una preparaciéon en viales de vidrio como ejemplo de la
preparacion que se va a producir, un proceso mediante el cual los viales de vidrio llenos con solucion farmacologica
obtenida en la etapa anterior "2)" se tapan parcialmente y se transportan al medio de liofilizacion y cada vial se carga
secuencialmente o una unidad de cantidad se carga junta al mismo tiempo en la camara de liofilizacion y se coloca en
la misma corresponde a esta etapa. Asimismo, cuando se indica aqui que cada vial se "carga secuencialmente”,
dependiendo del disefio de la instalacion de produccion farmacéutica, esto puede significar que cada vial se llena uno
tras otro de forma continua mediante la etapa de distribucion de solucién de farmaco anterior y después
secuencialmente cada vial se tapa parcialmente y se transfiere (transporta) al medio de liofilizacién. Habitualmente,
sin embargo, ya que el proceso pasa a la siguiente etapa de liofilizacion después de que todos los viales que pueden
tratarse a la vez por el medio de liofilizacion se hayan cargado en el medio de liofilizacion, cada uno de los viales
transportados como se ha descrito anteriormente se introducen uno tras otro (es decir, "carga secuencial") y se coloca
en el medio de liofilizacién hasta alcanzar la cantidad que se puede tratar de una vez. Sin embargo, en el caso de
dicha "carga secuencial", la "etapa de carga" de la presente invencion significa una etapa que comienza con un
determinado (primer) vial después de que se haya completado la etapa de distribucion de solucién farmacoldgica hasta
que el vial final para liofilizar junto con este (primer) vial (es decir, de una vez) se haya cargado y colocado en el medio
de liofilizacion.

Cargar los viales "en una unidad de cantidad juntos al mismo tiempo" puede significar, por ejemplo, que hay multiples
bandejas en la camara de liofilizacién y multiples viales llenos de soluciéon farmacoldgica se colocan juntos en cada
bandeja cuando se colocan en la camara de liofilizacion y en ocasiones estas bandejas se pueden mover hacia arriba
y hacia abajo por conveniencia cuando se cargan los viales llenos de soluciéon farmacolégica. En este caso también,
la "etapa de carga" de la presente invencion significa una etapa que comienza con un determinado (primer) vial
después de que se haya completado la etapa de distribucion de solucidon farmacoldgica hasta que el vial final para
liofilizar junto con este (primer) vial se haya cargado y colocado en el medio de liofilizacién. En cualquier caso, los
viales llenos de solucion farmacoldgica se dejan en un estado parcialmente abierto en esta etapa hasta que comience
la siguiente etapa de liofilizacion y pueden exponerse al ambiente aéreo en una instalacion de produccién farmacéutica
explicada a continuacion.

El tiempo necesario para esta etapa tampoco esta particularmente restringido siempre que esté dentro del intervalo
aceptable para la produccion industrial, pero es de 3-10 horas, habitualmente aproximadamente 6-10 horas.

4) Etapa de liofilizacion

Esta es una etapa para sublimar agua del material congelado para que se seque a presion reducida mediante el medio
de liofilizacion anterior. Cuando se produce una preparacion liofilizada en viales de vidrio, los viales se pueden colocar
en un estado abierto o parcialmente abierto a presion reducida (por ejemplo, con los viales parcialmente tapados) y
sellados al final de la liofilizacion después de que el espacio en el vial se haya purgado con nitrégeno.

El tiempo necesario para esta etapa varia dependiendo de las capacidades del medio de liofilizaciéon, la cantidad de
sustancia para liofilizar y similares, y deberia estar dentro del intervalo aceptable para la produccion industrial.
Habitualmente, es de aproximadamente 24-72 horas.

5) Etapa de cierre

Esta etapa puede incluirse cuando se produce una preparacion liofilizada en un vial de vidrio. De manera especifica,
es una etapa por la que los viales de vidrio liofilizados obtenidos en la etapa anterior "4)" se cierran mediante una tapa
de aluminio por una maquina de taponado de tipo prensa o similar.

6) Etapa de envasado
Esta es una etapa que une una etiqueta a la preparacion y la envasa en una caja de papel o similar.

Cuando se produce una preparacion liofilizada como un producto farmacéutico, la instalacién de produccion debe ser
una instalacion que cumpla con las practicas correctas de fabricacion farmacéutica. Esta instalacion cuenta con
equipos de preparacion de solucion farmacologica, equipos de filtracion aséptica y equipos (medios) de liofilizacion vy,
ademas de estos, equipos de produccion de agua para inyeccion, equipo de llenado y taponado de viales, maquinas
de tapado, etiquetadoras y similares para implementar las etapas explicadas anteriormente.

Cuando se produce una preparacion liofilizada como un producto farmacéutico, todas las etapas anteriores 1)-6) o al
menos desde el final de la etapa de filtracion aséptica hasta el comienzo de la etapa de liofilizacion deberian llevarse
a cabo en ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica. Es decir, el ambiente aéreo de la
instalacion de produccién farmacéutica difiere del simple ambiente aéreo exterior. De manera especifica, es necesario
que el ambiente aéreo en una instalacion para produccion de una inyeccion estéril (farmacéutica) sea "un area critica
de alta limpieza (el contenido de microparticulas en suspension de tamario de 0,5 um o mas por m? de aire debe ser
3520 o menos tanto durante el tiempo de trabajo como durante el de descanso)". Esta calidad del aire corresponde al
grado A (denominado clase 100 o ISO 5) segun las normas de calidad del aire nacionales e internacionales de uso
comun actuales.
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El ambiente aéreo en la instalacién que produce una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente
invencion deberia ser al menos equivalente al ambiente aéreo en la instalacion de produccion de inyeccion estéril
anterior, mas preferiblemente, un ambiente que mantiene un flujo unidireccional hacia abajo desde arriba de aire limpio
que ha pasado a través de filtros HEPA capaces de atrapar particulas de 0,3 um de tamafio con una eficacia de
99,97 % o mas. La velocidad del flujo de aire es preferiblemente 0,2-1,0 m/s en una ubicacion 20 cm por debajo del
filtro HEPA y 0,1-0,8 m/s en la ubicacion donde se lleva a cabo el trabajo de produccién, mas preferiblemente 0,4-
0,7 m/s en una ubicacién 20 cm por debajo del filtro HEPA y 0,3-0,5 m/s en la ubicacion donde se lleva a cabo el
trabajo de produccion.

Para crear un ambiente aéreo mas estéril en una instalacién de producciéon farmacéutica, bacterias suspendidas en el
aire y bacterias adheridas a la maquinaria, paredes, suelos y otras instalaciones similares se esterilizan usando ozono
o formaldehido o productos quimicos con capacidad oxidante, tales como peroxido de hidrégeno, acido peracético,
diéxido de cloro, glutaraldehido y similares, como desinfectantes. La concentracion residual de formaldehido después
de fumigacion y esterilizacion por formaldehido generalmente deberia mantenerse a 0,1 ppm o menos, preferiblemente
0,08 ppm o menos. Asimismo, con respecto a ozono, el ozono generalmente esta presente incluso en el aire exterior
en una concentracion de 0,001-0,02 ppm como un valor diario promedio. En ocasiones, también estan presentes
concentraciones de aproximadamente 0,02-0,1 ppm temporalmente dependiendo del tiempo, la ubicacion y la
estacion.

Como una realizaciéon de la presente invencion, un método para producir una preparacion liofilizada que contiene
péptido PTH se caracteriza por que la exposicion de la soluciéon que contiene péptido PTH al ambiente aéreo en una
instalacion de produccion farmacéutica se controla durante el proceso del curso cuando es necesario un tiempo
sustancial en el ambiente aéreo en una instalacién de produccién farmacéutica como se ha descrito anteriormente al
comienzo de la etapa para preparar una solucion de péptido PTH (principio activo), especialmente desde el final de la
etapa de distribucion de la soluciéon farmacolégica hasta el comienzo de la etapa de liofilizacion de la solucidon
farmacologica (es decir, etapa de carga).

En la presente invencion, "exposicion a ambientes aéreos en una instalacién de produccién farmacéutica esta
controlada" y "control de la exposicién a ambientes aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica” significan
que al menos uno o mas del farmaco a granel de péptido PTH, la solucién que contiene péptido PTH y la preparacion
liofilizada de péptido PTH no tienen ningln contacto en absoluto con ambientes aéreos en una instalacion de
produccion farmacéutica y que este contacto esta sustancialmente restringido (p. €j., tiempo y nivel de contacto). Por
ejemplo, en el caso de un ambiente en el que el aire limpio que ha pasado a través de filtros HEPA como se ha descrito
anteriormente se mantiene como un flujo unidireccional en una direccion hacia abajo desde arriba (denominado en lo
sucesivo en el presente documento "flujo de aire"), esto incluye la provisién de un medio para controlar el tiempo en
contacto con este flujo de aire y el caudal de aire en contacto. Aparecen ejemplos especificos a continuacion.

(A) Medios para controlar el contacto de la solucion que contiene péptido PTH con flujo de aire

Como se ha descrito anteriormente, los presentes inventores han descubierto que la generacion de impurezas
(analogos de PTH) en solucion que contiene péptido PTH puede controlarse proporcionando medios para controlar el
contacto de la solucién que contiene péptido PTH con el flujo de aire. Ya que el flujo del aire en la instalacion se
mantiene en una instalacion de produccién farmacéutica ordinaria, se puede deducir que una gran cantidad de aire
que fluye a medida que el flujo de aire entra en contacto con la soluciéon que contiene péptido PTH y que las sustancias
gaseosas que tienen capacidad oxidante (ozono y similares) contenidas en este flujo de aire aumentan los analogos
de PTH en la solucion causando reacciones y similares con el péptido PTH en la solucion.

Los medios para controlar el contacto de la solucion que contiene péptido PTH con el flujo de aire en la presente
invencion no estan particularmente restringidos. Los ejemplos incluyen un medio para controlar la fluidez y el flujo del
aire en las inmediaciones de la solucion que contiene péptido PTH y un medio para purgar las inmediaciones de la
solucién que contiene péptido PTH con un gas inerte.

También se ha descubierto que es ventajoso proporcionar medios para controlar el contacto de la soluciéon que
contiene péptido PTH con flujo de aire en la etapa de carga en la camara de liofilizacion.

Para explicar la realizacién anterior basada en un ejemplo no limitante, una camara ordinaria de liofilizacion tiene una
puerta en la superficie frontal para cargar los recipientes llenos con la solucion para liofilizar. Esta puerta es con
frecuencia una puerta (puerta grande) que puede cubrir la superficie frontal completa de la camara de liofilizacién. La
presente invencion, sin embargo, en una parte de la puerta grande, proporciona adicionalmente una puerta pequefia
de un tamafio que corresponde aproximadamente a una de las bandejas colocadas en la camara de liofilizacion (con
los recipientes llenos para liofilizar dispuestos encima) y se prefiere una camara de liofilizacion que tenga una puerta
pequefa que se pueda abrir y cerrar facilmente para cargar los recipientes.

Un ejemplo mas preferido es la camara de liofilizacion anterior con una puerta pequefia que tiene puertas secundarias
que se pueden abrir y cerrar facilmente provistas de aberturas para cargar (también denominadas en lo sucesivo en
el presente documento "aberturas de puerta pequeia") para crear unidades de puerta pequefia para abrir cuando se
cargan y descargan los recipientes llenos con el material para liofilizar en la camara de liofilizacién y un medio para
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abrir la puerta secundaria solo durante la carga del recipiente sin dejarla constantemente abierta y cerrarla rapidamente
después de la carga. Estas puertas secundarias se proporcionan divididas en 2-5 niveles entre las zonas
correspondientes a las aberturas de puertas pequefias para que solo se pueda abrir la unidad necesaria para la carga.
Se prefieren puertas secundarias que hacen posible abrir solo la ubicacion necesaria para cargar los recipientes y se
prefiere la division en 2-3 niveles. Los ejemplos de puertas secundarias que se pueden abrir y cerrar faciimente
incluyen una puerta secundaria que proporciona una bisagra (bisagra) en la parte superior de la puerta secundaria y
se instala en la abertura de la puerta pequefia, una puerta secundaria que se desliza hacia la derecha y hacia la
izquierda, una puerta secundaria que se desliza hacia arriba y hacia abajo y similares.

Los ejemplos preferidos de otros medios para controlar el contacto de la solucion que contiene péptido PTH y similares
con flujo de aire incluyen sellar el equipo para la preparacion (tanque o recipiente y similares) después de que el
péptido PTH se haya disuelto en el disolvente en la etapa de preparacion de solucion que contiene péptido PTH o
purga del interior del recipiente utilizado para la preparacion por un gas inerte durante la preparacion.

El interior del equipo de preparacion (tanque o recipiente y similares) en ocasiones se presuriza y la solucion preparada
que contiene péptido PTH se pasa a través de un filtro estéril y se proporciona al recipiente o tanque para distribucion
en la etapa de filtracion aséptica y distribucion de solucion farmacoldgica. Otro ejemplo preferido de un medio para
controlar el contacto de la solucidon que contiene péptido PTH con flujo de aire es usar un gas inerte como el gas para
la presurizacion en este caso.

Otro ejemplo preferido de un medio para controlar el contacto de la solucidon que contiene péptido PTH con el flujo de
aire es purgar el aire dentro del equipo de distribucion de solucién farmacoldgica (tanque o recipiente y similares) con
un gas inerte por adelantado en la etapa de filtracion aséptica-distribuciéon de solucion farmacolégica y para purgar el
recipiente de vidrio que se va a llenar con la solucién que contiene péptido PTH con un gas inerte por adelantado.

Como alternativa, otro ejemplo preferido de medio para controlar el contacto de la soluciéon que contiene péptido PTH
con el flujo de aire es purgar el espacio dentro del recipiente de vidrio (parte que contiene aire y sin solucion de
farmaco) lleno de la solucion que contiene péptido PTH con un gas inerte en la etapa de filtracion aséptica-distribucion
de solucion farmacoldgica.

Asimismo, los recipientes de vidrio llenos de la soluciéon que contiene péptido PTH se transportan en ocasiones desde
el equipo de distribucion de filtracion aséptica-solucion farmacoldgica hasta cerca de la camara de liofilizacion durante
el tiempo después del final de la etapa de filtracion aséptica-distribucion de solucion farmacoldgica hasta la carga de
la solucion que contiene péptido PTH alojado en los recipientes de vidrio abiertos o parcialmente abiertos en el medio
de liofilizacion. La colocacion del ambiente durante el transporte bajo un flujo de gas inerte también se puede
proporcionar como un ejemplo preferido de un medio para controlar el contacto de la solucién que contiene péptido
PTH con flujo de aire en tales casos.

Como alternativa, se puede instalar una compuerta o cubierta de ajuste del flujo de aire (Figura 17) que puede cambiar
el flujo del aire que fluye desde la abertura hacia la camara para controlar la entrada de flujo de aire desde la abertura
pequeia de la camara de liofilizacién hacia la camara de liofilizacion como un medio para controlar el contacto de la
solucién que contiene péptido PTH con flujo de aire. La forma de esta compuerta o tapa de ajuste del flujo de aire se
puede seleccionar segun sea apropiado para el tamario del liofilizador y la abertura de puerta pequefa. Puede estar
hecha de una lamina de vinilo, metal, resina o similar. Asimismo, controlar la entrada de flujo de aire desde la abertura
de puerta pequefia de la camara de liofilizacion a la camara de liofilizacion significa que la entrada de flujo de aire se
controla hasta el punto en que el contacto entre la solucién que contiene péptido PTH y el flujo de aire esta
sustancialmente controlado, preferiblemente controlado de modo que la velocidad de entrada del flujo de aire desde
la abertura de puerta pequefia sea de 0,2 m/s 0 menos, mas preferiblemente 0,1 m/s o menos y lo mas preferiblemente
0,0 m/s o menos. Este control se puede lograr mediante la colocacion adecuada de una compuerta o tapa de ajuste
del flujo de aire o similar cerca de la puerta pequenia.

Ademas del medio de purga usando gas inerte como se ha descrito anteriormente, el medio para purgar las
inmediaciones de la solucion que contiene péptido PTH con gas inerte puede ser un medio para purgar el aire dentro
de la camara de liofilizacion usada en la etapa de liofilizacion usando un gas inerte 0 medio para hacer que un gas
inerte fluya desde el orificio de carga en la camara de liofilizacion al cargar los recipientes de solucién que contiene
péptido PTH en la camara de liofilizacion usada en la etapa de liofilizacion. El caudal del gas inerte durante la entrada
es preferiblemente de 0,1-5 Nm3/min, mas preferiblemente 0,2-3 Nm3/min y lo mas preferiblemente 0,3-1 Nm3/min.
Los ejemplos del gas inerte en la purga por un gas inerte incluyen nitrégeno y argon; se puede proporcionar nitrégeno
como ejemplo preferido.

(B) Etapa que proporciona un medio para controlar el contacto de la solucion que contiene péptido PTH con el flujo de
aire

El "medio para controlar el contacto de la solucidon que contiene péptido PTH con el flujo de aire" de (A) anterior se
puede proporcionar en todas o algunas etapas incluidos desde el comienzo de la etapa para preparar una solucion
que contiene péptido PTH hasta el comienzo de la etapa de liofilizacion de esta solucion y puede proporcionarse desde
el comienzo de la etapa para preparar una solucién que contiene péptido PTH. Cuando el método para producir una
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preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como un producto farmacéutico de la presente invencion incluye una
etapa para preparar una solucion que contiene péptido PTH, una etapa para cargar esta solucion alojada en recipientes
de vidrio abiertos o parcialmente abiertos en una camara de liofilizacion y una etapa de liofilizacion, el medio de (A)
anterior se puede proporcionar en algunas o todas las etapas para cargar esta solucion alojada en recipientes de vidrio
abiertos o parcialmente abiertos en una camara de liofilizacion.

(C) Duracion de la etapa que proporciona un medio para controlar el contacto de la solucién que contiene péptido PTH
con el flujo de aire

La duracién de la etapa que proporciona un "medio para controlar el contacto de la soluciéon que contiene péptido PTH
con el flujo de aire" de (A) anterior puede tener, por ejemplo, como el limite inferior, una hora o mas, preferiblemente
tres horas o mas y mas preferiblemente seis horas o mas, y, como el limite superior, 20 horas o menos, preferiblemente
12 horas o menos, mas preferiblemente 10 horas o menos y lo mas preferiblemente nueve horas o menos. Los
ejemplos de la duracion de la etapa que proporciona un medio de (A) anterior incluyen 1-20 horas, preferiblemente 3-
12 horas, mas preferiblemente 6-10 horas y lo mas preferiblemente 6-9 horas.

(7) Uso de la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH

La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH como se cita en las reivindicaciones puede contener una cantidad
farmacéuticamente eficaz de péptido PTH y, por ejemplo, la preparacion liofilizada se puede disolver en un disolvente
adecuado en el momento del uso para preparar una inyeccion y usarse en el tratamiento de la osteoporosis.

(8) Método para controlar la produccion de analogos de PTH en solucién que contiene péptido PTH

El método para controlar la produccion de analogos de PTH de la presente invenciéon es un método que proporciona
un medio para controlar el contacto de al menos uno del farmaco a granel de péptido PTH, soluciéon que contiene
péptido PTH y preparacion liofilizada que contiene péptido PTH con sustancias que tienen capacidad oxidante,
especialmente con aire que contiene estas sustancias. Un ejemplo preferido de un método para controlar la produccion
de analogos de PTH es proporcionar un medio para purgar el aire en contacto con la solucién que contiene el péptido
PTH mediante un gas inerte (preferiblemente nitrégeno). Un ejemplo mas preferido es un método para controlar la
produccion de uno o mas analogos cualesquiera de PTH entre los analogos 1 a 11 mencionados anteriormente y los
analogos 1'a 11' por medios para controlar el contacto de la soluciéon que contiene péptido PTH con flujo de aire o
medio para purgar el aire en contacto con la solucién que contiene péptido PTH mediante un gas inerte
(preferiblemente nitrégeno).

Estos métodos de control de la produccién pueden implementarse en instalaciones de produccion de preparacion
liofilizada en ambientes aéreos en instalaciones de produccion farmacéutica como se ha descrito anteriormente. Por
ejemplo, su produccion en la solucién puede controlarse mediante un medio para controlar el contacto de la solucion
con el flujo de aire durante el transcurso del proceso durante un tiempo predeterminado o mas largo desde el comienzo
de la etapa para preparar una solucién que contiene péptido PTH hasta el comienzo de la etapa de liofilizacion de esta
solucion. Las realizaciones preferidas de este medio son las mismas que las realizaciones preferidas de los métodos
correspondientes para la produccién de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de la presente invencion.

Ejemplos

La presente invencion se explica de manera mas concreta a continuacion mediante ejemplos, ejemplos de referencia
y ejemplos de prueba sin limitar el alcance de la invencion.

[Ejemplo 1]

Se colocaron aproximadamente 18 kg de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 50 I. Se pes6 una cantidad de 540 g de sacarosa y 27 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, se afiadieron 3541 mg de PTH humana (1-34) como acetato (lote A; 860 mg, lote B;
2591 mg, lote C; 90 mg) y se disolvieron. Después se obtuvo una soluciéon acuosa que contenia péptido PTH
afadiendo agua para inyeccion y corrigiendo el peso a 27 kg. La solucion acuosa que contiene péptido PTH obtenida
se filtré6 de manera aséptica usando un filtro mientras se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de
llenado de acero inoxidable de 50 | previamente lleno de nitrégeno. Dentro de una zona que tiene un ambiente de
grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2-0,4 m/s) en una instalaciéon de produccion farmacéutica, los viales
de vidrio lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucién acuosa que contenia péptido PTH filtrada de manera
aséptica y se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Se alinearon cada
uno de aproximadamente 1000 viales en bandejas de acero inoxidable y las bandejas se transfirieron después delante
de una camara de liofilizacion fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja: 24 m?) previamente lleno de
nitrégeno en una zona de grado A. Mientras se purgaba el interior de la camara de liofilizacion con nitrégeno, se abrio
una puerta secundaria que coincidia con la anchura de las bandejas (una puerta equivalente a la puerta secundaria
de la figura 16 instalada internamente en la camara de liofilizacion comercial anterior), provista en la abertura cuando
la puerta pequefia de la camara de liofilizacion anterior estaba abierta, y la puerta secundaria se cerré rapidamente
después de cargar la bandeja en la camara de liofilizacion. Se repitié el mismo procedimiento y los viales parcialmente
abiertos se cargaron en la camara de liofilizaciéon durante aproximadamente nueve horas. La soluciéon que contenia
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PTH se congeld y se liofilizd para sublimar el agua a presion reducida. Después de purgar los interiores de los viales
de vidrio con nitrégeno después haberse completado el secado, los viales se sellaron con tapones de goma y se
taparon con tapas de aluminio, dando como resultado una preparacion liofilizada que contenia péptido PTH.

[Ejemplo 2]

Se colocaron aproximadamente 10 kg de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 20 I. Se pes6 una cantidad de 280 g de sacarosa y 14 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, el peso se corrigié a 14 kg afiadiendo agua para inyeccion y se prepard una solucion
aditiva. Se obtuvo una solucién acuosa que contenia péptido PTH pesando 1780 mg (lote D) de PTH humana (1-34)
como acetato y disolviéndola en 13 kg de la solucion aditiva. La soluciéon acuosa que contiene péptido PTH obtenida
se filtré6 de manera aséptica usando un filtro mientras se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de
llenado de acero inoxidable de 50 | previamente lleno de nitrégeno. Dentro de una zona que tiene un ambiente de
grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2-0,4 m/s) en una instalaciéon de produccion farmacéutica, los viales
de vidrio lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucién acuosa que contenia péptido PTH filtrada de manera
aséptica y se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Se alinearon cada
uno de aproximadamente 1000 viales en bandejas de acero inoxidable y las bandejas se transfirieron después delante
de una camara de liofilizacion fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja: 24 m?) previamente lleno de
nitrégeno en una zona de grado A. Mientras se purgaba el interior de la camara de liofilizacion con nitrégeno, se abrio
una puerta secundaria que coincidia con la anchura de las bandejas (una puerta equivalente a la puerta secundaria
de la figura 16 instalada internamente en la camara de liofilizacion comercial anterior), provista en la abertura cuando
la puerta pequefia de la camara de liofilizacion anterior estaba abierta, y la puerta secundaria se cerré rapidamente
después de cargar la bandeja en la camara de liofilizacion. Se repitié el mismo procedimiento y los viales parcialmente
abiertos se cargaron en la camara de liofilizacién durante aproximadamente seis horas. La solucidon que contenia
péptido PTH se congeld y se liofilizé para sublimar el agua a presion reducida. Después de purgar los interiores de los
viales de vidrio con nitrégeno después haberse completado el secado, los viales se sellaron con los tapones de goma,
se taparon con tapas de aluminio y se obtuvo una preparacion liofilizada que contenia péptido PTH.

[Ejemplo 3]

Se colocaron aproximadamente 19 kg de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 30 I. Se pes6 una cantidad de 460 g de sacarosa y 23 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, el peso se corrigié a 23 kg afiadiendo agua para inyeccion y se prepar6 una solucion de
placebo. Se obtuvo una solucion acuosa que contenia péptido PTH pesando 2979 mg (lote D) de PTH humana (1-34)
como acetato y disolviéndola en 22 kg de la solucion de placebo. La soluciéon acuosa que contiene péptido PTH
obtenida se filir6 de manera aséptica usando un filtro mientras se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un
tanque de llenado de acero inoxidable previamente lleno de nitrégeno. Dentro de una zona que tiene un ambiente de
grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2-0,4 m/s) en una instalaciéon de produccion farmacéutica, los viales
de vidrio lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucién acuosa que contenia péptido PTH filtrada de manera
aséptica y se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Los viales
parcialmente abiertos se transfirieron a una zona de grado A y todos los viales se cargaron durante aproximadamente
seis horas en una camara de liofilizacion fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja: 22 m?) previamente
llena de nitrégeno hecha de manera que el flujo de aire desde la abertura de la puerta pequefia no entre en la camara
de liofilizacién usando una lamina de vinilo (una lamina equivalente a la cubierta de ajuste de flujo de aire de la figura
17 instalada internamente en la camara de liofilizacion anterior) capaz de cambiar el flujo del aire que fluye en la
direccidon opuesta a la abertura de la puerta pequefia de la camara de liofilizacion. Asimismo, esta lamina de vinilo
capaz de cambiar el flujo del aire también se instald internamente en la camara de liofilizacion comercial anterior; se
extendié una lamina de vinilo de manera oblicua hacia abajo desde la parte superior de la abertura de la puerta
pequena y se impidié que el flujo de aire entrara desde la abertura cambiando la direccion del flujo de aire de arriba
hacia abajo. La solucion que contenia péptido PTH se congeld y se liofilizé para sublimar el agua a presion reducida.
Después de purgar los interiores de los viales de vidrio con nitrégeno una vez que se hubo completado el secado, los
viales se sellaron con los tapones de goma, se taparon con tapas de aluminio y se obtuvo una preparacion liofilizada
que contenia péptido PTH.

[Ejemplo 4]

Se colocaron aproximadamente 18 kg de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 50 I. Se pes6 una cantidad de 540 g de sacarosa y 27 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, se afadieron 3525 mg de PTH humana (1-34) como acetato (lote C; 1880 mg, lote E;
1645 mgq) y se disolvieron. Después se obtuvo una solucién acuosa que contenia péptido PTH afiadiendo agua para
inyeccion y corrigiendo el peso a 27 kg. La solucién acuosa que contiene péptido PTH obtenida se filtr6 de manera
aséptica usando un filtro mientras se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de llenado de acero
inoxidable de 50 | previamente lleno de nitrogeno. Dentro de una zona que tiene un ambiente de grado A (velocidad
del aire de aproximadamente 0,2 -0,4 m/s) y una concentracion de formalina llevada a 0,08 ppm o menos en una
instalaciéon de produccion farmacéutica, los viales de vidrio lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucion
acuosa que contenia péptido PTH y se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y
secos. Se alinearon cada uno de aproximadamente 1000 viales en bandejas de acero inoxidable y las bandejas se
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transfirieron después delante de una camara de liofilizacién fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja:
24 m?) previamente lleno de nitrogeno en una zona de grado A. Mientras se purgaba el interior de la camara de
liofilizacion con nitrégeno, se abrié una puerta secundaria que coincidia con la anchura de las bandejas (una puerta
equivalente a la puerta secundaria de la figura 16 instalada internamente en la camara de liofilizacion comercial
anterior), provista en la abertura cuando la puerta pequefia de la camara de liofilizaciéon anterior estaba abierta, y la
puerta secundaria se cerro rapidamente después de cargar la bandeja en la camara de liofilizacién. Se repitio la misma
etapa y los viales parcialmente abiertos se cargaron en la camara de liofilizacién durante aproximadamente ocho
horas. La solucion que contenia péptido PTH se congel6 y se liofilizd para sublimar el agua a presion reducida.
Después de purgar los interiores de los viales de vidrio con nitrégeno una vez que se hubo completado el secado, los
viales se sellaron con los tapones de goma, se taparon con tapas de aluminio y se obtuvo una preparacion liofilizada
que contenia péptido PTH.

[Ejemplo 5]

Se colocaron aproximadamente 18 kg de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 50 I. Se pes6 una cantidad de 540 g de sacarosa y 27 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, Se afiadieron 3566 mg de PTH humana (1-34) como acetato (lote H) y se disolvié. Después
se obtuvo una solucién acuosa que contenia péptido PTH afiadiendo agua para inyeccion y corrigiendo el peso a
27 kg. La solucién acuosa que contiene péptido PTH obtenida se filir6 de manera aséptica usando un filiro mientras
se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de llenado de acero inoxidable de 50 | previamente lleno de
nitrégeno. Dentro de una zona que tiene un ambiente de grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2 -0,4
m/s) y una concentracion de formalina llevada a 0,08 ppm o menos en una instalacion de produccion farmacéutica,
los viales de vidrio lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucion acuosa que contenia péptido PTH y se
obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Se alinearon cada uno de
aproximadamente 1000 viales en bandejas de acero inoxidable y las bandejas se transfirieron después delante de una
camara de liofilizacién fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja: 24 m?) previamente lleno de nitrogeno
en una zona de grado A. Mientras se purgaba el interior de la camara de liofilizacion con nitrégeno, se abrié una puerta
secundaria que coincidia con la anchura de las bandejas (una puerta equivalente a la puerta secundaria de la Figura
16 instalada internamente en la camara de liofilizacion comercial anterior), provista en la abertura cuando la puerta
pequefia de la camara de liofilizacion anterior estaba abierta, y la puerta secundaria se cerrd rapidamente después de
cargar la bandeja en la camara de liofilizacion. Se repitié la misma etapa y los viales parcialmente abiertos se cargaron
en la camara de liofilizacién durante aproximadamente siete horas. La solucién que contenia péptido PTH se congeld
y se liofilizd para sublimar el agua a presion reducida. Después de purgar los interiores de los viales de vidrio con
nitrégeno una vez que se hubo completado el secado, los viales se sellaron con los tapones de goma, se taparon con
tapas de aluminio y se obtuvo una preparacion liofilizada que contenia péptido PTH.

[Ejemplo comparativo 1]

Se colocaron aproximadamente 5000 g de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 10 1. Se pesé una cantidad de 120 g de sacarosa y 6 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, se afiadieron 909 mg de PTH humana (1-34) como acetato (lote F; 335 mg, lote G; 574 mg)
y se disolvieron. Después se obtuvo una solucién acuosa que contenia péptido PTH afiadiendo agua para inyeccion
y corrigiendo el peso a 6000 g. La soluciéon acuosa que contenia péptido PTH obtenida se filtr6 de manera aséptica
usando un filtro mientras se presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de llenado de acero inoxidable.
Dentro de una zona que tiene un ambiente de grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2-0,4 m/s) en una
instalacion de produccion farmacéutica, los viales lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta solucidon acuosa que
contenia péptido PTH y se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Los
viales parcialmente abiertos se transfirieron a una zona de grado A y todos se cargaron secuencialmente durante
aproximadamente cuatro horas en una camara de liofilizacion fabricada por Ulvac (modelo: DFB, areas de la bandeja:
22 m?) que tiene una puerta pequefia. La solucion que contenia péptido PTH se congeld y se liofilizo para sublimar el
agua a presion reducida. Después de purgar los interiores de los viales de vidrio con nitrégeno una vez que se hubo
completado el secado, los viales se sellaron con los tapones de goma, se taparon con tapas de aluminio y se obtuvo
una preparacion liofilizada que contenia péptido PTH.

[Ejemplo comparativo 2]

Se colocaron aproximadamente 2000 g de agua para inyeccion a aproximadamente 25 °C en un recipiente de acero
inoxidable de 10 1. Se pesaron cantidades de 100 g de sacarosa y 5 g de cloruro de sodio en el recipiente y se
disolvieron. A continuacion, se afiadieron 515 mg de PTH humana (1-34) como acetato (lote D) y se disolvié. Después
se obtuvo una solucién acuosa que contenia péptido PTH afiadiendo agua para inyeccion y corrigiendo el peso a 4000
g. La solucién acuosa que contenia péptido PTH obtenida se filtr6 de manera aséptica usando un filtro mientras se
presurizaba con nitrégeno y se suministré a un tanque de llenado de acero inoxidable de 5 I. Dentro de una zona que
tiene un ambiente de grado A (velocidad del aire de aproximadamente 0,2-0,4 m/s) en una instalaciéon de produccion
farmacéutica, los viales lavados y secos se llenaron con 0,56 g de esta soluciéon acuosa que contenia péptido PTH y
se obtuvieron viales parcialmente abiertos usando tapones de goma lavados y secos. Los viales parcialmente abiertos
se transfirieron a una zona de grado A y todos se cargaron secuencialmente durante aproximadamente tres horas en
una camara de liofilizacién que tiene una puerta pequefa (Kyowa Vacuum Engineering Co., Ltd. (modelo: RL, area de
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la bandeja: 9 m?)). La solucion que contenia péptido PTH se congeld y se liofilizo para sublimar el agua a presion
reducida. Después de purgar los interiores de los viales de vidrio con nitrégeno una vez que se hubo completado el
secado, los viales se sellaron con los tapones de goma, se taparon con tapas de aluminio y se obtuvo una preparacion
liofilizada que contenia péptido PTH.

[Ejemplo de prueba 1]

El método de porcentaje de area que usa HPLC es un método sencillo para evaluar la pureza de una preparacion
liofilizada que contiene péptido PTH y la cantidad de analogos. Una solucion obtenida pesando 0,25 g de cloruro de
benzalconio y llevandola a 50 ml mediante la adicion de tampoén de sulfato 50 mM (pH 2,3) actia como tampén de
carga. Cada preparacion de los ejemplos y ejemplos comparativos se disuelve con 1 ml de solucién salina fisiolégica
y una mezcla 9:1 de esta solucion y el tampon de carga actda como solucion de muestra. Se prueba una cantidad de
100 pl de solucion de muestra mediante HPLC en las siguientes condiciones. Asimismo, se uso cloruro de benzalconio
para evitar que el péptido que es la diana de medicidn se adhiera al instrumento y similares.

<Condiciones de prueba>
Detector: Absorciémetro ultravioleta (longitud de onda de medicion: 214 nm)

Columna: Tubo de acero inoxidable de 150 mm de longitud que tiene un diametro interno de 4,6 mm empaquetado
con 3,5 um de gel de silice octadecilsililado

Temperatura de la columna: Temperatura constante cercana a 40 °C

Fase movil: Fase movil A: Disolver 28,4 g de sulfato de sodio anhidro en 900 ml de agua y llevarlo a 1000 ml afiadiendo
agua después de afiadir acido fosférico para ajustar el pH a 2,3. Afiadir 100 ml de acetonitrilo a estos 900 ml de liquido.

Fase movil B: Disolver 28,4 g de sulfato de sodio anhidro en 900 ml de agua y llevarlo a 1000 ml afiadiendo agua
después de afadir acido fosfdrico para ajustar el pH a 2,3. Afadir 500 ml de acetonitrilo a 500 ml de este liquido.

Suministro de fase movil: El control del gradiente de concentracién se proporciona variando la relacion de mezcla de
la fase movil A y la fase movil B de la siguiente manera.

Tiempo después de la inyeccion:
[Tabla 5]

Tabla 5: Control de gradiente de concentracion

Tiempo despues de(:ﬁirl]r;yecmon de muestra Fase movil A (% en volumen) Fase movil B (% en volumen)
0-5 100—65 0—-35

5-35 65—60 35—-40

35-45 60—0 40—100

Caudal: 1,0 ml/min
Temperatura de la muestra: Temperatura constante cercanaa 5 °C

Tiempo de deteccion: 45 minutos después de la inyeccion de la solucion de muestra. Sin embargo, esto es de la parte
posterior del pico del disolvente.

Método de calculo: La cantidad de cada analogo de PTH y la cantidad total del mismo se determiné realizando
cromatografia liquida en las condiciones anteriores, midiendo cada area de pico mediante integracion automatica y
realizando calculos usando las Férmulas 1y 2. Asimismo, el area de pico total fue la suma total del area de todos los
picos detectados realizando cromatografia liquida en las condiciones anteriores. En otras palabras, el area de pico
total muestra la suma total de péptido PTH y todos los analogos de PTH en la preparacion.

Formula 1: Cantidad de cada analogo de PTH (%) = (area de pico de cada analogo/area de pico total)x100

Formula 2: Cantidad total de analogos de PTH (%) = (suma total de areas de pico de cada analogo/area de pico
total)x100

<Resultados>

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos al evaluar la cantidad de analogos de la PTH humana (1-34) (farmaco a
granel) usada en los ejemplos. La figura 1 muestra un grafico de HPLC. La tabla 7 muestra los resultados obtenidos
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al evaluar la pureza de las preparaciones liofilizadas que contienen péptido PTH y la cantidad de analogos en el
ejemplo de prueba. La figura 2 muestra un grafico de HPLC del ejemplo 1 y la figura 3 muestra un grafico de HPLC
del ejemplo comparativo 1. La estructura de cada analogo en la tabla 6 se obtuvo por estimacion usando el ejemplo
de prueba 2 a continuacion.

[Tabla 6]

Tabla 6: Cantidad de cada analogo (%) en PTH humana (1-34) usada como farmaco a granel

A B c D E F G H

. . . Ej. Ej. Ej. Ej. 2, | Ej. EjC | EjC | Ej.
Uso en ejemplos y ejemplos comparativos 1 1 1,4 |EC2 | 4 1 1 5

(1) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
[dioxidacion]

(2) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
[dioxidacion-eliminacion de acido férmico]

(3) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-
Met 18 [O] y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23 ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | ND
[dioxidacion]
(4) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] | ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | ND
(5) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-
eliminacion de acido férmico]

ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | ND

ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | ND

ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | ND

(6) PTH humana (1-34)-Met 8 [O] 0,08 | 0,07 | 0,11 | 0,05 | 0,05| 0,14 | 0,17 | 0,06
(7) PTH humana (1-34)-Met 18 [O] 0,13 | 0,09 | 0,16 | 0,06 0,07 | 0,21 | 0,23 | 0,09
(8) PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion] ND [ND | ND | ND ND | ND | ND | ND
(9) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Trp 23

[monoxidacién] y PTH humana (1-34)-Trp 23 ND | ND | ND | ND ND | ND [ ND | ND

[dioxidacién-eliminacion de acido férmico]

Ej.: Ejemplo; EjC.: Ejemplo comparativo

[Tabla 7]

Tabla 7: Cantidad total de analogos (cantidad total) y cantidad de cada analogo (%)

Ej. Ej. Ej. Ej. Ej. | EjC. | EjC.
1 2 3 4 5 1 2
Cantidad total (%) 0,88 | 0,76 | 1,51 | 0,95 | 0,72 | 6,27 | 3,09
(1) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23

[dioxidacion]
(2) PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
[dioxidacién-eliminacion de acido férmico]

(3) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18
[O] y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23 [dioxidacion]

(4) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion] 0,06 | 0,02 | 0,03 | 0,05 | ND | 0,69 | 0,27

(5) PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-
eliminacion de acido férmico]

0,03 ND |ND |ND | ND | 0,10 | 0,05

0,02| ND [ND |ND | ND | 0,07 | ND

0,03 ND | ND |0,03|0,03|0,29 | 0,12

ND |ND | 0,03|ND | ND | 0,19 | ND

(6) PTH humana (1-34)-Met 8 [O] 0,14 | 0,09 | 0,24 | 0,15 | 0,09 | 0,93 | 0,34
(7) PTH humana (1-34)-Met 18 [O] 0,19 0,15 0,36 | 0,25 | 0,10 | 1,42 | 1,08
(8) PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion] 0,09 | 0,04 | 0,10 | 0,11 | 0,04 | 0,74 | 0,69
(9) Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Trp 23

[monoxidacién] y PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion- 0,05 | ND 0,09 | 0,04 | 0,02 | 0,40 | 0,08

eliminacion de acido férmico]

Ej.: Ejemplo; EjC.: Ejemplo comparativo
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[Ejemplo de prueba 2]

Se produjeron y fraccionaron analogos de PTH humana (1-34) y se analizaron las fracciones para estimar las
estructuras de cada analogo obtenido en el ejemplo de prueba 1.

(1) Produccion y fraccionamiento de cada analogo

Se peso6 una cantidad de 4,00 g de sacarosa y 0,20 g de cloruro de sodio y se disolvio afiadiendo agua para inyeccion
para preparar una solucion de placebo. La PTH humana (1-34) se pes6 exactamente y se disolvié afiadiendo 100 ml
de solucion de placebo para preparar una solucién madre de reaccion. Se produjo un ambiente con una concentracion
de ozono de aproximadamente 0,08 ppm por medidor de concentracion de ozono usando un generador de ozono y
un soplador (velocidad del viento inicial de aproximadamente 7,2 m/s) para hacer circular el ozono y hacer que la
concentracion sea uniforme en una bandeja que tiene una puerta de cristal de 40 cm de longitud x 90 cm de anchura
x 100 cm de altura. Se distribuyeron aproximadamente 15 ml de la solucion de reserva de reaccion en cada vial de
20 ml. Se introdujo un agitador en el vial y se llevd a cabo degradacién agitando al mismo tiempo con agitador hasta
que la pureza fue de aproximadamente 20 % (en otras palabras, la cantidad total de analogos de PTH humana (1-34)
fue de 80 %) por exposicion (durante aproximadamente 20 horas) a una atmdsfera de ozono de aproximadamente
0,08 ppm. Asimismo, la pureza se confirmé de acuerdo con las condiciones de prueba del ejemplo de prueba 1. La
solucion degradada se liofilizé y se tomd una solucion disuelta con una cantidad adecuada de agua para inyeccion
como solucion de degradacién forzada. Los analogos se fraccionaron en las siguientes condiciones usando esta
solucion.

<Condiciones de prueba>

Las condiciones de prueba distintas de las siguientes fueron iguales que las condiciones de prueba en el ejemplo de
prueba 1.

<Condiciones diferentes del ejemplo de prueba 1>

Columna: Tubo de acero inoxidable de 250 mm de longitud que tiene un diametro interno de 9,4 mm empaquetado
con 5 pm de gel de silice octadecilsililado

Caudal: 6,0 ml/min

Asimismo, no se observaron diferencias importantes en el patron de cromatograma a pesar del hecho de que las
condiciones anteriores diferian de las del ejemplo de prueba 1.

Se fraccionaron nueve analogos en las condiciones de cromatografia anteriores. Se desalaron y concentraron y los
productos liofilizados se disolvieron en agua destilada para obtener cada analogo (compuesto no digerido). Cada
analogo (compuesto no digerido) y la solucion de degradaciéon forzada se analizaron mediante HPLC en las
condiciones de prueba del ejemplo de prueba 1 y se calculd el tiempo de retencion relativo de cada analogo
(compuesto no digerido), tomando el tiempo de retencion de PTH humana (1-34) en la solucién de degradacion forzada
como 1.

<Resultados>

Se confirmé la concordancia basicamente completa con el tiempo de retencion relativo de cada analogo en la solucién
de degradacion forzada. La tabla 8 muestra los resultados en los tiempos de retencion relativos. La figura 4 muestra
un cromatograma de la soluciéon de degradacion forzada. Los tiempos de elucion de los picos de PTH humana (1-34)
difieren ligeramente debido a las diferentes composiciones de las soluciones cargadas en las figuras 3 y 4, pero se
supuso que los analogos correspondientes de las figuras 3 y 4 eran iguales dado que los patrones de elucion y el
porcentaje en peso de cada analogo eran iguales en cada grafico. Basandose en estos resultados, la prueba de
exposicién al ozono aqui parece ser una prueba que reproduce sustancialmente las reacciones de produccion de
analogos de PTH desencadenadas cuando se produce solucion que contiene péptido PTH en un ambiente aéreo en
una instalacién de produccion farmacéutica.

[Tabla 8]

Tabla 8: Comparacion del tiempo de retencion relativo de los picos relevantes de analogos (compuestos no digeridos)
y solucién de degradacion forzada

Analogo (compuesto no digerido) Solucion de degradacion forzada
PTH humana (1-34) -- 1,00
Analogo (1) 0,43 0,42
Analogo (2) 0,44 0,43
Analogo (3) 0,46 0,46
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Analogo (compuesto no digerido) Solucion de degradacion forzada
Analogo (4) 0,49 0,49
Analogo (5) 0,51 0,51
Analogo (6) 0,55 0,55
Analogo (7) 0,62 0,62
Analogo (8) 0,65 0,65
Analogo (9) 0,70 0,70

(2) Analisis de estimacion estructural de cada analogo

Cada uno de los analogos anteriores (compuestos no digeridos) y el patrén humano de PTH (1-34) fueron digeridos
por tripsina para producir analogos (compuestos digeridos) y solucién de referencia (compuesto digerido). Diez de
estas muestras fueron analizadas por LC/MS/MS en las siguientes condiciones.

<Condiciones de LC/MS/MS>
Detector: Absorciémetro ultravioleta (longitud de onda de medicion: 210 nm)

Columna: Tubo de acero inoxidable de 150 mm de longitud que tiene un diametro interno de 1,5 mm empaquetado
con 5 pm de gel de silice octadecilsililado

Temperatura de la columna: Temperatura constante cercana a 40 °C
Fase movil: Fase movil A: Solucién acuosa mixta que contiene acido trifluoroacético (1:1000)
Fase movil B: Acetonitrilo

Suministro de fase movil: El control del gradiente de concentracion se proporciona variando la relacion de mezcla de
la fase moévil A y la fase movil B de la siguiente manera.

Tiempo después de la inyeccion:
[Tabla 9]

Tabla 9: Control de gradiente de concentracion

Tiempo despues de(:ﬁirl]r;yecmon de muestra Fase movil A (% en volumen) Fase movil B (% en volumen)
0-30 95—-55 545
30-40 55 45

Caudal: 0,1 ml/min
Temperatura de la muestra: Temperatura constante cercanaa 5 °C

Tiempo de deteccion: 45 minutos después de la inyeccion de la solucion de muestra. Sin embargo, esto es de la parte
posterior del pico del disolvente

Modo de ionizacion: ES+

Cada analogo (compuesto no digerido) fue analizado por LC/MS en las siguientes condiciones.
<Condiciones de prueba de LC/MS>

Las condiciones distintas a las siguientes fueron iguales que las condiciones de LC/MS/MS.

Suministro de fase movil: El control del gradiente de concentracién se proporciona variando la relacion de mezcla de
la fase mévil A y la fase movil B de la siguiente manera.

Tiempo después de la inyeccion:
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[Tabla 10]

Tabla 10: Control de gradiente de concentracion

Tiempo despues de(:ﬁirl]r;yecmon de muestra Fase movil A (% en volumen) Fase movil B (% en volumen)
0-30 85—55 15—45
30-40 55 45

<Resultados>

Los resultados del analisis estructural de los nueve analogos en el ejemplo de prueba 2 fueron los siguientes.
<PTH humana (1-34)>

La Tabla 11 muestra los fragmentos esperados de PTH humana (1-34) producidos por digestion con tripsina.
[Tabla 11]

Tabla 11: Fragmentos esperados de PTH humana (1-34)

fra’\é].;gito Estructura estimada Secuencia de aminoacidos
T1 PTH (1-13) Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys SEQ ID NO: 1
T2 PTH (14-20) His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg SEQ ID NO: 2
T3 PTH (21-25) Val-Glu-Trp-Leu-Arg SEQ ID NO: 3
T4 PTH (26) Lys
T5 PTH (27) Lys
T6 PTH (28-34) Leu-GIn-Asp-Val-His-Asn-Phe SEQ ID NO: 5

La Tabla 12 muestra los resultados de la medicidon de la masa de cada fragmento confirmado en LC/MS/MS de la
solucion de referencia (compuesto digerido). Los valores medidos de cada fragmento en la solucion de referencia
(compuesto digerido) se compararon con la masa calculada y se confirmd que se obtuvieron cinco fragmentos de
estructura estimada en PTH humana (1-34).

[Tabla 12]

Tabla 12: Resultados de la medicién de la masa de la solucion de referencia (compuesto digerido)

Tiempo de Masa medida Masa calculada )
. Estructura estimada N.° de fragmento
retencion Masa (mono.) Masa (mono.)
13,423 885,4984 885,4127 PTH (14-20) T2
18,371 871,5030 871,4188 PTH (28-34) T6
18,371 999,6100 999,5138 PTH (27-34) T5-6
21,222 701,4508 701,3861 PTH (21-25) T3
22,618 1454,8715 1454,7551 PTH (1-13) T1

<Analogo 1>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,43 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 1y la tabla 13 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
1 (compuesto digerido). Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en T2, +4 Da en T3 y +16 Da en T1 en el
analogo 1 (compuesto digerido) en comparacién con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucion
de referencia (compuesto digerido).
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[Tabla 13]

Tabla 13: Resultados de la medicién de la masa del analogo 1 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 1 Solucion de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,578 901,4622 T2 885,4984 +16 Da

18,409 871,4731 T6 871,5030 0

18,409 999,5720 T5-6 999,6100 0

19,096 705,4228 T3 701,4508 +4 Da

19,323 1470,8297 T1 1454,8715 +16 Da

La tabla 14 muestra los resultados obtenidos mediante analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que
tienen cambios en la masa. Como resultado de la comparacion con la solucion de referencia (compuesto digerido), se
confirmaron cambios en la masa de +16 Da en Met 18 en T2, +4 Daen Trp 23 en T3y +16 Da en Met 8 en T1.

[Tabla 14]

Tabla 14: Resultados del analisis de MS/MS del analogo 1 (compuesto digerido)

Masa observada en el espectro de
N.° de MS/MS . o .
fragmento Andlogo 1 Solucion de referencia Estructura estimada | Aminoacido con cambio de masa
(mono.) (mono.)
304,1896 304,1960 PTH (19-20)
T2 434,2278 -- PTH (18-20) +16 Da Met 18 +16 Da
-- 418,2120 PTH (18-20)
271,2070 271,2085 PTH (24-25)
T3 478,2979 -- PTH (23-25) +4 Da Trp 23 +4 Da
-- 474,3203 PTH (23 25)
568,3508 568,3636 PTH (9-13)
T1 715,3823 -- PTH (8-13) +16 Da Met 8 +16 Da
-- 699,4180 PTH (8-13)

La tabla 15 muestra los resultados obtenidos comparando la masa del analogo 1 (compuesto no digerido) obtenido
por LC/MS con el valor calculado de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 1 (compuesto no digerido) se
confirmaron picos de +64 Da y +36 Da en comparacion con la masa calculada y el pico de +64 Da parecia ser el pico
principal basandose en el tamafio de los picos, como se muestra en la figura 7. El peso molecular del compuesto no
digerido es de aproximadamente 4000 Da, pero ya que la masa de un ion multivalente se obtiene como el valor medido
en LC/MS, se anticipdé un error de aproximadamente +1 Da en el proceso de calculo de la masa del compuesto no
digerido a partir de la masa del ion multivalente. Se enumeran valores corregidos entre paréntesis para las diferencias
estimadas en masa cuando surgié un error en el analisis estructural. Lo mismo sucede en analisis estructurales
posteriores.

[Tabla 15]

Tabla 15: Resultados de la medicién de la masa del analogo 1 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion Masa medida Masa calculada Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)

19,749 4179,3280 4115,1309 +64 Da

20,130 4151,3674 4115,1309 +36 Da

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estimé que la PTH humana (1-34) +36 Da = (Met 18 +16 Da)
+ (Trp 23 +4 Da) + (Met 8 +16 Da). La estructura de la forma cambiada en +4 Da en Trp es b) en la figura 6 y se
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esperaba que el cambio en la masa de su precursor a) fuera +32 Da. Se suponia que Trp 23 habia cambiado de a) a
b) en el transcurso de la digestién con tripsina y otros procedimientos similares y se estimé que el pico principal del
analogo 1 (compuesto no digerido) era PTH humana (1-34) +64 Da = (Met 18 +16 Da) + (Trp 23 +32 Da) + (Met 8
+16 Da). En otras palabras, se estimd que el analogo 1 era PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
[dioxidacién].

<Analogo 2>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,44 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 2 y la tabla 16 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
2 (compuesto digerido). Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en T2, +4 Da en T3 y +16 Da en T1 en el
analogo 2 (compuesto digerido) en comparacion con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucion
de referencia (compuesto digerido).

[Tabla 16]

Tabla 16: Resultados de la medicién de la masa del analogo 2 (compuesto digerido)

Tiempo de retencién | Analogo 2 Solucion de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,58 901,4695 T2 885,4984 +16 Da

18,348 871,4788 T6 871,5030 0

18,348 999,5874 T5-6 999,6100 0

19,059 705,4333 T3 701,4508 +4 Da

19,222 1470,8492 T1 1454,8715 +16 Da

Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en Met 18 en T2, +4 Daen Trp 23 en T3y +16 Da en Met 8 en T1, de
la misma manera que en el analogo 1, como resultado del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado
que tienen cambios en la masa. La tabla 17 muestra los resultados de la comparacion de la masa del andlogo 2
(compuesto no digerido) obtenido por LC/MS con la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el
analogo 2 (compuesto no digerido), se confirmaron picos de +24 Da y +92 Da en comparacion con las masas
calculadas, pero la fiabilidad de estas masas confirmadas parecia ser baja ya que basicamente no se formé ninguna
forma de pico, como se muestra en la figura 8, y no se pudieron obtener masas que respalden los resultados del
analisis de MS/MS.

[Tabla 17]

Tabla 17: Resultados de la medicién de la masa del analogo 2 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion Masa medida Masa calculada Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)

20,092 4139,2866 4115,1309 +24 Da

20,632 4207,3668 4115,1309 +92 Da

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estimé que el analogo 2 habia experimentado al menos
cambios en la masa de PTH humana (1-34) +36 Da = (Met 18 +16 Da) + (Trp 23 +4 Da) + (Met 8 +16 Da). En otras
palabras, se estim6 que el analogo 2 era PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacidn-eliminacion de
acido férmico].

<Analogos 3y 4>

El pico que muestra un tiempo de retencién = 0,46 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla 8
se obtuvo de una mezcla de los analogos 3 y 4, como se explica a continuacion. La tabla 18 muestra los resultados
de la medicién de la masa en LC/MS/MS de una mezcla de los analogos 3 y 4 (compuesto digerido). Se confirmaron
cambios en la masa de +16 Da en T2, +4 Da en T3 y +16 Da en T1 en la mezcla de analogos 3 y 4 (compuesto
digerido) en comparaciéon con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucién de referencia
(compuesto digerido). También se confirmaron fragmentos T2 y T3 no asociados con cambios en la masa.
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[Tabla 18]

Tabla 18: Resultados de la medicién de la masa de una mezcla de analogos 3 y 4 (compuesto digerido)

Tiempo de retencién | Analogo 3 Solucion de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,813 901,4778 T2 885,4984 +16 Da

13,475 885,4846 T2 885,4984 0

18,326 871,4844 T6 871,5030 0

18,326 999,5800 T5-6 999,6100 0

18,959 705,4266 T3 701,4508 +4 Da

19,223 1470,8373 T1 1454,8715 +16 Da

21,195 701,4322 T3 701,4508 0

Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en Met 18 en T2, +4 Daen Trp 23 en T3y +16 Da en Met 8 en T1, de
la misma manera que en el analogo 1, como resultado del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado
que tienen cambios en la masa. La tabla 19 muestra los resultados de la comparacién de la masa de una mezcla de
analogos 3 y 4 (compuesto no digerido) obtenido por LC/MS con la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-
34). En la mezcla de analogos 3 y 4 (compuesto no digerido), se confirmaron picos de +32 Da, +48 Da y +20 Da en
comparacion con las masas calculadas y +32 Da y +48 Da en una relacion aproximada de 1:1 parecian ser el pico
principal basandose en tamafo de los picos, como se muestra en la figura 9.

[Tabla 19]

Tabla 19: Resultados de la medicién de la masa de una mezcla de analogos 3 y 4 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencién Masa medida Masa calculada Diferencia en masa

(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)
21,062 4147,3692 4115,1309 +32 Da
21,539 4163,3747 4115,1309 +48 Da
21,843 4135,3897 4115,1309 +20 Da

En el cromatograma de LC/MS/MS de una mezcla de analogos 3 y 4 (compuesto digerido), T2 +16 Da: T2 y T3 +4 Da:
T3 estaban presentes cada uno en una relacion de aproximadamente 1:1,y T2 +16 Da: T3 +4 Da: T1 +16 Da estaban
presentes en una relacién de aproximadamente 1:1:2. Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estimoé
que la PTH humana (1-34) +32 Da = (Met 18 +16 Da) + (Met 8 +16 Da) y la PTH humana (1-34) +20 Da = (Trp 23
+4 Da) + (Met 8 +16 Da). Con respecto a esto ultimo, se suponia que Trp 23 habia experimentado un cambio de a) a
b) en el transcurso de la digestion con tripsina y otros procedimientos similares, de la misma manera que el analogo
1, y se estimé que la PTH humana (1-34) +48 Da = (Trp 23 +32 Da) + (Met 8 +16 Da). Se estimo que los analogos 3
y 4 eran PTH humana (1-34) +32 Da y PTH humana (1-34) +48 Da, respectivamente. En otras palabras, se estimé
que el pico que tenia un tiempo de retencién relativo = 0,46 en la tabla 8 era un pico de una mezcla que contenia PTH
humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O] y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23 [dioxidacion].

<Analogo 5>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,49 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 5 y la tabla 20 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
5 (compuesto digerido). Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en T2 y +4 Da en T3 en el analogo 5
(compuesto digerido) en comparaciéon con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucion de
referencia (compuesto digerido).
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[Tabla 20]

Tabla 20: Resultados de la medicién de la masa del analogo 5 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 4 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,587 901,4664 T2 885,4984 +16 Da

18,321 871,4904 T6 871,5030 0

18,321 999,5957 T5-6 999,6100 0

19,012 705,4388 T3 701,4508 +4 Da

22,561 1454,8492 T1 1454,8715 0

Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en Met 18 en T2 y +4 Da en Trp 23 en T3, de la misma manera que
en el analogo 1, como resultado del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que tienen cambios en
la masa. La tabla 21 muestra los resultados de la comparacion de la masa del analogo 5 (compuesto no digerido)
obtenido por LC/MS con la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 5 (compuesto no
digerido), se confirmaron picos de +48 Da y +20 Da en comparacioén con las masas calculadas y +48 Da parecia ser
el pico principal basandose en el tamario de los picos, como se muestra en la figura 10.

[Tabla 21]

Tabla 21: Resultados de la medicién de la masa del analogo 5 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)
22,081 4163,3763 4115,1309 +48 Da
22,514 4135,3902 4115,1309 +20 Da

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estimé que la PTH humana (1-34) +20 Da = (Met 18 +16 Da)
+ (Trp 23 +4 Da). Se suponia que Trp 23 habia experimentado un cambio de a) a b) en el transcurso de la digestion
con tripsina y otros procedimientos similares, de la misma manera que el analogo 1. Se estimé que el pico principal
del analogo 5 (compuesto no digerido) era PTH humana (1-34) +48 Da = (Met 18 +16 Da) + (Trp 23 +32 Da). En otras
palabras, se estimo que el analogo 5 era PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion].

<Analogo 6>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,51 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 6 y la tabla 22 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
6 (compuesto digerido). Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en T2 y +4 Da en T3 en el analogo 6
(compuesto digerido) en comparacion con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucion de
referencia (compuesto digerido). También se confirmaron fragmentos T1 en los que no hubo ningin cambio en la
masa.

[Tabla 22]

Tabla 22: Resultados de la medicion de la masa del analogo 6 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 5 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,589 901,4699 T2 885,4984 +16 Da

18,332 871,4912 T6 871,5030 0

18,332 999,5869 T5-6 999,6100 0

19,032 705,4321 T3 701,4508 +4 Da

22,583 1454,8536 T1 1454,8715 0

Se confirmaron cambios en la masa de +16 Da en Met 18 en T2 y +4 Da en Trp 23 en T3, de la misma manera que
en el analogo 1, como resultado del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que tienen cambios en
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la masa. La tabla 23 muestra los resultados de la comparacion de la masa del analogo 6 (compuesto no digerido)
obtenido por LC/MS con la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 6 (compuesto no
digerido), se confirmé un pico de +20 Da en comparacién con la masa calculada.

[Tabla 23]

Tabla 23: Resultados de la medicién de la masa del analogo 6 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min)

Masa (mono.)

Masa (mono.)

(F=0, 4/5)

22,580

4135,6585

4115,1309

+21 Da (+20 Da)

Basandose en los resultados del andlisis de MS/MS, se estim6 que el analogo 6 era PTH humana (1-34) +20 Da =
(Met 18 +16 Da) + (Trp 23 +4 Da). En otras palabras, se estimé que el analogo 6 era PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-
Trp 23 [dioxidacién-eliminacion de acido férmico].

<Analogo 7>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,55 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 7 y la tabla 24 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
7 (compuesto digerido). Se confirmd un cambio en la masa de +16 Da en T1 en el analogo 7 (compuesto digerido) en
comparacion con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucién de referencia (compuesto digerido).

[Tabla 24]

Tabla 24: Resultados de la medicién de la masa del analogo 7 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 6 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

13,405 855,4859 T2 885,4984 0

18,374 871,4885 T6 871,5030 0

18,374 999,5920 T5-6 999,6100 0

19,296 1470,8591 T1 1454,8715 +16 Da

21,225 701,4354 T3 701,4508 0

Se confirmé un cambio en la masa de +16 Da en Met 8 en T1, de la misma manera que en el analogo 1, como resultado
del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que tienen cambios en la masa. La tabla 25 muestra los
resultados de la comparacion de la masa del analogo 7 (compuesto no digerido) obtenido por LC/MS con la masa
calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 7 (compuesto no digerido), se confirmé un pico de
+16 Da en comparacion con la masa calculada.

[Tabla 25]

Tabla 25: Resultados de la medicién de la masa del analogo 7 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min)

Masa (mono.)

Masa (mono.)

(F=0, 4/5)

22,353

4131,7101

4115,1309

+17 Da (+16 Da)

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estim6 que el analogo 7 era PTH humana (1-34) +16 Da =
(Met 8 +16 Da). En ofras palabras, se estimé que el analogo 7 era PTH humana (1-34)-Met 8 [O].

<Analogo 8>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,62 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 8 y la tabla 26 muestra los resultados de la medicién de la masa en LC/MS/MS del analogo
8 (compuesto digerido). Se confirmé un cambio en la masa de +16 Da en T2 en el analogo 8 (compuesto digerido) en
comparacion con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucién de referencia (compuesto digerido).
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[Tabla 26]

Tabla 26: Resultados de la medicién de la masa del analogo 8 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 7 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

9,709 901,4782 T2 885,4984 +16 Da

18,356 871,4903 T6 871,5030 0

18,356 999,5916 T5-6 999,6100 0

21,228 701,4383 T3 701,4508 0

22,636 1454,8592 T1 1454,8715 0

Se confirmoé un cambio en la masa de +16 Da en Met 18 en T2, de la misma manera que en el analogo 1, como
resultado del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que tienen cambios en la masa. La tabla 27
muestra los resultados de la comparacion de la masa del analogo 8 (compuesto no digerido) obtenido por LC/MS con
la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 8 (compuesto no digerido), se confirmé un
pico de +16 Da en comparacion con la masa calculada, como se muestra en la figura 13.

[Tabla 27]

Tabla 27: Resultados de la medicién de la masa del analogo 8 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min)

Masa (mono.)

Masa (mono.)

(F=0, 4/5)

23,129

4131,7286

4115,1309

+17 Da (+16 Da)

Basandose en los resultados del andlisis de MS/MS, se estim6 que el analogo 8 era PTH humana (1-34) +16 Da =
(Met 18 +16 Da). En otras palabras, se estimé que el analogo 8 era PTH humana (1-34)-Met 18 [O].

<Analogo 9>

El analogo que muestra un tiempo de retencion = 0,65 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla
8 se tomd como el analogo 9 y la tabla 28 muestra los resultados de la medicion de masa en LC/MS/MS del analogo
9 (compuesto digerido). Se confirmd un cambio en la masa de +4 Da en T3 en el analogo 9 (compuesto digerido) en
comparacion con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucién de referencia (compuesto digerido).

[Tabla 28]

Tabla 28: Resultados de la medicién de la masa del analogo 9 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 8 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

13,392 885,4876 T2 885,4984 0

18,329 871,4896 T6 871,5030 0

18,329 999,5977 T5-6 999,6100 0

19,023 705,4405 T3 701,4508 +4 Da

22,567 1454,8638 T1 1454,8715 0

Se confirmd un cambio en la masa de +4 Da en Trp 23 en T3, de la misma manera que en el analogo 1, como resultado
del analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que tienen cambios en la masa. La tabla 29 muestra los
resultados de la comparacion de la masa del analogo 9 (compuesto no digerido) obtenido por LC/MS con la masa
calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En el analogo 9 (compuesto no digerido), se confirmaron picos de
+32 Day +4 Da en comparacion con la masa calculada y +32 Da parecia ser el pico principal basandose en el tamario
de los picos, como se muestra en la figura 14.
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Tabla 29: Resultados de la medicién de la masa del analogo 9 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)
23,729 4147,8250 4115,1309 +33 Da (+32 Da)
24,087 4119,8303 4115,1309 +5 Da (+4 Da)

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, se estim6 que la PTH humana (1-34) +4 Da = (Trp 23 +4 Da). Se
suponia que Trp 23 habia experimentado un cambio de a) a b) en el transcurso de la digestidon con tripsina y otros
procedimientos similares, de la misma manera que el analogo 1. Se estimé que el pico principal del analogo 9
(compuesto no digerido) era PTH humana (1-34) +32 Da = (Trp 23 +32 Da). En otras palabras, se estimd que el
analogo 9 era PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion].

<Analogos 10y 11>

El pico que muestra un tiempo de retencién = 0,70 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla 8
se obtuvo de una mezcla de los analogos 10 y 11, como se explica a continuacion. La tabla 30 muestra los resultados
de la mediciéon de la masa en LC/MS/MS de una mezcla de los analogos 10 y 11 (compuesto digerido). Se confirmaron
cambios en la masa de +16 Da en +4 Da en T3 como fragmentos separados en la mezcla de analogos 10 y 11
(compuesto digerido) en comparaciéon con los valores medidos de los fragmentos relevantes en la solucion de
referencia (compuesto digerido).

[Tabla 30]

Tabla 30: Resultados de la medicién de la masa de una mezcla de analogos 10 y 11 (compuesto digerido)

Tiempo de retencion Analogo 9 [sic] Solucién de referencia Diferencia en masa
(min) Masa (mono.) Frag. N.° Masa (mono.) (F=0, 4/5)

13,449 885,4893 T2 885,4984 0

18,337 871,4925 T6 871,5030 0

18,337 999,5985 T5-6 999,6100 0

18,821 717,4391 T3 701,4508 +16 Da

19,032 705,4407 T3 701,4508 +4 Da

22,563 1454,8634 T1 1454,8715 0

La tabla 31 muestra los resultados obtenidos mediante analisis de MS/MS de fragmentos que se ha confirmado que
tienen cambios en la masa. Se confirmé un cambio en la masa de +16 Da en Trp 23 en un T3 como resultado de la
comparacion con la solucién de referencia (compuesto digerido). Se esperaba que la estructura de la forma cambiada
de +16 Da en Trp fuera c) en la figura 6. Aunque no se pudieron obtener datos que permitieran especificar los
aminoacidos modificados en el otro T3, se estimé un cambio en la masa de +4 Da en Trp 23 a partir de los resultados
del analisis de los analogos 1-8.

[Tabla 31]

Tabla 31: Resultados del analisis de MS/MS de una mezcla de los analogos 10 y 11 (compuesto digerido)

Masa observada en el espectro de
MS/MS
o
f N.%de Analogo 9 [sic] Solucién de Estructura estimada | Aminoacido con cambio de masa
ragmento .
referencia
(mono.) (mono.)
T3 271,2131 271,2085 PTH (24-25) Trp 23 +16 Da
490,3079 -- PTH (23-25) +16 Da
-- 474,3203 PTH (23-25)
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La tabla 32 muestra los resultados de la comparacion de la masa de una mezcla de analogos 10 y 11 (compuesto no
digerido) obtenido por LC/MS con la masa calculada de 4115,1309 de PTH humana (1-34). En la mezcla de analogos
10 y 11 (compuesto no digerido), se observaron picos de +16 Da y +4 Da en comparacion con las masas calculadas,
como se muestra en la figura 15.

[Tabla 32]

Tabla 32: Resultados de la medicién de la masa de una mezcla de analogos 10 y 11 (compuesto no digerido)

Tiempo de retencion

Masa medida

Masa calculada

Diferencia en masa

(min) Masa (mono.) Masa (mono.) (F=0, 4/5)
22,956 4131,7912 4115,1309 +17 Da (+16 Da)
24,151 4119,8118 4115,1309 +5 Da (+4 Da)

Basandose en los resultados del analisis de MS/MS, estos fueron atribuidos como PTH humana (1-34) +16 Da = (Trp
23 +16 Da) y PTH humana (1-34) +4 Da = (Trp 23 +4 Da), y se estimo que el pico que mostraba un tiempo de retencion
= 0,70 en la columna "Analogos (compuestos no digeridos)" en la tabla 8 era una mezcla de los analogos 10y 11. En
otras palabras, se estimé que el analogo 10 era PTH humana (1-34)-Trp 23 [monoxidacion] y se estimé que el analogo
11 era PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion-eliminacion de acido férmico].

<Compendio del analisis estructural>

La tabla 33 muestra el tiempo de retencion relativo y los resultados de estructura estimados de cada analogo. La figura
5 muestra la oxidacion de los restos de metionina en la tabla y la figura 6 muestra a), b) y ) en la tabla. El tiempo de
retencion relativo de cada analogo en la tabla muestra el tiempo de retencion relativo tomando el tiempo de retencion
de PTH humana (1-34) como 1.

[Tabla 33]

Tabla 33: Tiempo de retencion relativo y estructura estimada de cada analogo

Tiempo Compendio de cambio
No | 98 Aminoacido | Cambio | Naturaleza | Nombre del andlogo
" | retencion | cambiado de del cambio
relativo masa
(1) | 0,42 Met 8 16 Da Oxidacioén PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
Met 18 16Da | Oxidacion | [dioxidacion]
Trp 23 32 Da a)
(2) | 0,43 Met 8 16 Da Oxidacioén PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met 18 [O]-Trp 23
Met 18 16 Da Oxidacion [dioxidacion-eliminacion de acido férmico]
Trp 23 4 Da b)
(3) | 0,46 Met 8 16 Da Oxidacion Mezcla que contiene PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Met
Met 18 16 Da Oxidacion 18 [O] y PTH humana (1-34)-Met 8 [O]-Trp 23
[dioxidacion]
0,46 Met 8 16 Da Oxidacion
Trp 23 32 Da a)
(4) | 0,49 Met 18 16 Da Oxidacioén PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion]
Trp 23 32 Da a)
(5) | 0,51 Met 18 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 18 [O]-Trp 23 [dioxidacion-
Trp 23 4 Da b) eliminacion de acido férmico]
(6) | 0,55 Met 8 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 8 [O]
(7) | 0,62 Met 18 16 Da Oxidacion PTH humana (1-34)-Met 18 [O]
(8) | 0,65 Trp 23 32 Da a) PTH humana (1-34)-Trp 23 [dioxidacion]
, rp a c ezcla que contiene umana (1-34)-Trp
9) | 0,7 Trp 23 16 D Mezcl i PTH h 1-34)-Trp 23
07 Trp 23 4 Da b) [monoxidacién] y PTH humana (1-34)-Trp 23
’ [dioxidacién-eliminacion de acido férmico]
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Aplicabilidad industrial

Ya que la presente invencion proporciona una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza, La
presente invencién se puede usar en la industria de fabricacién farmacéutica.

EXPLICACION DE SIMBOLOS

1: Puerta grande

2: Puerta pequefia

3: Puerta secundaria (abierta)

4: Puerta secundaria (cerrada)

5: Cubierta de ajuste de flujo de aire
Realizaciones de la invencion

[Realizacion 1] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como principio activo, en donde
"alta pureza" significa al menos que la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de
péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacion es 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de
analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o
menos; produciéndose la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH mediante un método caracterizado por que
se controla la exposicién de la solucién que contiene péptido PTH antes de la liofilizaciéon a ambientes aéreos en una
instalacion de produccién farmacéutica.

[Realizacién 2] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizaciéon 1 en donde el analogo
de PTH es al menos uno o mas entre

1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el niUmero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(3-a) numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da y
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
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(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
6) analogo 6:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 4 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(11-a) numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da.

[Realizacion 3] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en la realizacion 1 en donde el analogo
de PTH es al menos uno o mas entre

1) analogo 1"

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 se
ha cambiado a un resto mostrado por la siguiente férmula estructural (a);
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[Férmula quimica 1]

(a)

2) analogo 2";

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 se
ha cambiado a un resto mostrado por la siguiente férmula estructural (b);

[Férmula quimica 1]

(b)

3) analogo 3"

oxido de péptido PTH en el que los restos correspondientes a la metionina de posicion 8 y posicion 18 de PTH humana
(1-34) se han cambiado a restos de sulféxido de metionina;

4) analogo 4"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 8 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (a);

5) analogo 5"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (a);

6) analogo 6":

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulfoxido de metionina y el resto correspondiente al triptéfano de posicién 23 se ha cambiado
a un resto mostrado por la férmula estructural anterior (b);

7) analogo 7"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 8 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulféxido de metionina;
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8) analogo 8"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente a la metionina de posicién 18 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de sulféxido de metionina;

9) analogo 9"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto mostrado por la formula estructural anterior (a);

10) analogo 10"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto de monoxido de triptéfano mostrado por la siguiente féormula estructural (c-1) o (c-2);

[Férmula quimica 3]

' HO :
(e) =1 {(e) —2

11) analogo 11"

oxido de péptido PTH en el que el resto correspondiente al triptéfano de posicion 23 de PTH humana (1-34) se ha
cambiado a un resto mostrado por la formula estructural anterior (b).

[Realizacion 4] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en la realizacion 2 en donde alta pureza
significa que la cantidad de al menos uno de los analogos anteriores 1 a 11 frente a la suma de la cantidad de péptido
PTH y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacion es de 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de los
analogos anteriores 1 a 11 frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es
de 5,0 % o menos.

[Realizacion 5] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 3 en donde alta pureza
significa que la cantidad de al menos uno de los analogos anteriores 1' a 11' frente a la suma de la cantidad de péptido
PTH y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacion es de 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de los
analogos anteriores de 1'a 11' frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH
es de 5,0 % o menos.

[Realizacion 6] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 1 a
5 en donde el péptido PTH es PTH humana (1-34).

[Realizacion 7] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 1 a
6 en donde la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se aloja en un vial de vidrio.

[Realizacion 8] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 1 a
7, caracterizada por que la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion
de produccién farmacéutica antes de la liofilizacién se controla en una o mas etapas cualesquiera seleccionadas de
una etapa para preparar una soluciéon que contiene péptido PTH, una etapa de filtracion aséptica, una etapa de
distribucion de solucidn de farmaco y una etapa para cargar en un medio de liofilizacién.

[Realizacion 9] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizaciéon 8 caracterizada por
producirse usando un método que también incluye control de exposicion del producto liofilizado a ambientes aéreos
en una instalacion de produccion farmacéutica en una etapa de sellado de viales después de liofilizar.

[Realizacién 10] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 1 a
9 caracterizada por que la exposicién de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos dentro de una
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instalacion de produccion farmacéutica antes de la liofilizacion se controla en la etapa para cargar en el medio de
liofilizacion.

[Realizacién 11] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesto en la realizacion 10 caracterizada por
que la exposicion anterior se controla mediante el uso de una camara de liofilizacién equipada con un medio para
controlar la entrada de aire en una instalacion de produccién farmacéutica en el medio de liofilizacion.

[Realizacién 12] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 11 caracterizada por
que el medio de liofilizacion es una camara de liofilizacion que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar
provista en una abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que alojan la solucion
que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se descargan de este medio, controlando de este
modo la exposicién de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacién de produccién
farmacéutica antes de la liofilizacion abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando
rapidamente la puerta secundaria después de la carga.

[Realizacion 13] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 11 en donde el medio
de liofilizacion es una camara de liofilizaciéon que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequeia abierta
cuando los recipientes que alojan la solucidon que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se
descargan de este medio y el medio para controlar la entrada de aire en una instalacion de produccién farmacéutica
en el medio de liofilizacion es una cubierta de ajuste del flujo aéreo que puede cambiar el flujo de aire en una direccion
no dirigida desde esta abertura al interior de la camara.

[Realizacion 14] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 10 caracterizada por
que la etapa de carga controla la exposicion de la solucidon que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una
instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizacion purgando el interior del medio de liofilizacion con un
gas inerte.

[Realizacion 15] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 10 en donde el medio
de liofilizaciéon es una camara de liofilizacion que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una
abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que alojan la solucion que contiene
péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se descargan de este medio, controlando de este modo la
exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica
antes de la liofilizacién abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente
la puerta secundaria después de la carga y purga del interior del medio de liofilizaciéon con un gas inerte en la etapa
de carga.

[Realizacion 16] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en la realizacion 10 en donde el medio
de liofilizacion es una camara de liofilizaciéon que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequeia abierta
cuando los recipientes que alojan la solucidon que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se
descargan de este medio, estando esta abertura equipada con una cubierta de ajuste del flujo aéreo, controlando de
este modo la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalaciéon de produccion
farmacéutica antes de la liofilizacion cambiando la direccion de la cubierta de ajuste del flujo aéreo de modo que el
aire no se dirija a la camara y purgando el interior del medio de liofilizacion con un gas inerte en la etapa de carga.

[Realizacion 17] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 10
a 16 en donde la etapa de carga es una etapa que dura tres 0 mas horas.

[Realizacion 18] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 8 a
17 en donde en donde el tiempo desde el comienzo de la etapa para preparar una solucién que contiene péptido PTH
hasta el final de la etapa para cargar en el medio de liofilizacién abarca tres o0 mas horas y la produccién se realiza
usando un método para controlar la exposicién de la soluciéon que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una
instalacion de produccién farmacéutica en una o mas etapas durante el tiempo.

[Realizacion 19] La preparacion liofilizada que contiene péptido PTH expuesta en cualquiera de las realizaciones 14
a 18 en donde el gas inerte es gas de nitrégeno.

[Realizacion 20] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como principio activo, la
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH fabricada usando un método caracterizado por que la exposicion de
una solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalaciéon de produccion farmacéutica antes de
la liofilizacién se controla durante la carga en el medio de liofilizacion; en donde "alta pureza" significa al menos que
la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de
analogos de PTH en la preparacién es 1,0 % o menos y/o que la cantidad total de analogos de PTH frente a la suma
de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos; la etapa de carga es una
etapa que dura tres 0 mas horas; el ambiente aéreo es un ambiente que mantiene el flujo aéreo unidireccional de aire
limpio que ha pasado a través de un filtro HEPA hacia abajo desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm
directamente debajo del filiro HEPA es 0,2-1,0 m/s.

[Realizacion 21] Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el
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método por que la exposicion de la solucién que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de
produccion farmacéutica se controla en una o mas etapas desde el comienzo de la etapa para preparar una solucién
que contiene péptido PTH hasta el final de la etapa para cargar en el medio de liofilizacion.

[Realizacion 22] Método expuesto en la reivindicacion 21 en donde la exposicion del producto liofilizado a ambientes
aéreos en una instalacion de produccion farmacéutica también se controla en la etapa de sellado de viales después
de la liofilizacién.

[Realizacion 23] El método expuesto en la realizacion 21 o 22 caracterizado por que la exposicion de la solucion que
contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica se controla en la etapa de
carga en el medio de liofilizacion.

[Realizacion 24] El método expuesto en la realizacion 23 caracterizado por que la exposicion se controla usando una
camara de liofilizaciéon equipada con medios para controlar la entrada de aire en una instalaciéon de produccion
farmacéutica en el medio de liofilizacion.

[Realizacion 25] El método expuesto en la realizacion 23 o 24, en donde la etapa para cargar en el medio de
liofilizacion es una etapa que dura tres o mas horas.

[Realizacion 26] El método expuesto en la reivindicacion 24 o 25 en donde el medio de liofilizacion es una camara de
liofilizacion que tiene una puerta secundaria que se puede abrir y cerrar facilmente, provista en una abertura creada
en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que alojan la solucién que contiene péptido PTH
antes de la liofilizacion se cargan en y descargan de este medio, controlando de este modo la exposicion de la solucion
que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizacion
abriendo esta puerta secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente la puerta secundaria
después de la carga.

[Realizacion 27] El método expuesto en las realizaciones 24 o 25 en donde el medio de liofilizacién es una camara
de liofilizacién que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequefia abierta cuando los recipientes que
alojan la solucién que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y se descarga de este medio y el
medio para controlar la entrada de aire en una instalacion de produccién farmacéutica en el medio de liofilizacion es
una cubierta de ajuste del flujo aéreo que puede cambiar el flujo aéreo en una direccién no dirigida desde esta abertura
al interior de la camara.

[Realizacion 28] El método expuesto en la realizacion 23 o 25 caracterizado por que la exposicion de la solucion que
contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacién de producciéon farmacéutica antes de la liofilizacion se
controla purgando el interior del medio de liofilizacion con un gas inerte.

[Realizacion 29] El método expuesto en las realizaciones 23 o 25 caracterizado por que el medio de liofilizacion es
una camara de liofilizacion que tiene una puerta secundaria facil de abrir y cerrar provista en una abertura creada en
una unidad de puerta pequefa abierta cuando los recipientes que alojan la solucidon que contiene péptido PTH antes
de la liofilizacién se cargan y descargan, controlando de este modo la exposicion de la solucion que contiene péptido
PTH a ambientes aéreos en una instalaciéon de produccién farmacéutica antes de la liofilizacién abriendo esta puerta
secundaria solo durante la carga del recipiente y cerrando rapidamente la puerta secundaria después de la carga y
purga del interior del medio de liofilizacion con un gas inerte en la etapa de carga.

[Realizacion 30] El método expuesto en la realizacion 23 o 25, caracterizado por que el medio de liofilizacion es una
camara de liofilizacidn que tiene una abertura creada en una unidad de puerta pequefa abierta cuando los recipientes
que alojan la soluciéon que contiene péptido PTH antes de la liofilizacion se cargan en y descargan de este medio,
estando la abertura equipada con una cubierta de ajuste del flujo aéreo, controlando de este modo la exposicion de la
soluciéon que contiene péptido PTH a ambientes aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la
liofilizacion cambiando la cubierta de ajuste del flujo aéreo en una direccion en la que el flujo aéreo no se dirige a la
camara y purgando el interior del medio de liofilizacion con un gas inerte en la etapa de carga.

[Realizacién 31] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 28 a 30 en donde el gas inerte es nitrégeno.

[Realizacion 32] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 31 en donde el recipiente que aloja la
solucién que contiene péptido PTH es un vial de vidrio.

[Realizacion 33] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 32 en donde la PTH es PTH humana (1-
34).

[Realizacion 34] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 33 en donde el ambiente aéreo en una
instalacion de produccion farmacéutica es un ambiente aéreo en el que 1) el aire es de grado A, 2) aire limpio que ha
pasado a través de un filtro HEPA que tiene la capacidad de atrapar particulas que tienen un tamaiio de particula de
0,3 pm con una eficacia de 99,97 % o mas se mantiene como un flujo aéreo unidireccional hacia abajo desde arriba y
3) la concentracion de ozono es 0,001-0,1 ppm.
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[Realizacion 35] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 34 en donde el ambiente aéreo en una
instalacion de produccién farmacéutica es un ambiente aéreo que contiene una concentracion de formaldehido de
0,1 ppm o0 menos.

[Realizacién 36] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 35 en donde la cantidad de al menos un
analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es de 1,0 %
0 menos Yy/o la cantidad total de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total
de analogos de PTH es 5,0 % o menos en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[Realizacion 37] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 36 para controlar la produccion de
analogos de PTH 1 a 11 expuestos en la realizacion 2.

[Realizacion 38] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 21 a 36 para controlar la produccion de
analogos de PTH 1' a 11' expuestos en la realizacion 3.

[Realizaciéon 39] Una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH fabricado usando el método expuesto en
cualquiera de las realizaciones 21 a 38.

[Realizaciéon 40] Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH de alta pureza como
principio activo, el método caracterizado por que la exposicién de una solucidon que contiene péptido PTH a ambientes
aéreos en una instalacion de produccién farmacéutica antes de la liofilizacion se controla durante la carga en el medio
de liofilizacion; en donde "alta pureza" significa al menos que la cantidad de al menos un analogo de PTH frente a la
suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es 1,0 % o menos y/o que la cantidad
total de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es
5,0 % o menos en la preparacion; la etapa de carga es una etapa que dura tres o mas horas; el ambiente aéreo es un
ambiente en el que el aire limpio que ha pasado a través de un filtro HEPA se mantiene como un flujo aéreo
unidireccional hacia abajo desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm directamente debajo del filtro HEPA es
0,2-1,0 m/s.

[Realizaciéon 41] Un método para probar una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el
método por confirmar la presencia de al menos uno o mas de los analogos de PTH 1 a 11 de la realizacion 2 y/o
determinar las cantidades presentes en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[Realizacion 42] Un método para probar una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH, caracterizandose el
método por confirmar la presencia de al menos uno o mas de los analogos de PTH 1' a 11' de la realizaciéon 3 y/o
determinar las cantidades presentes en la preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[Realizacion 43] El método expuesto en las realizaciones 41 0 42 en donde en donde la determinacion de los analogos
de PTH incluye calcular el area del pico correspondiente al analogo de PTH en un cromatograma cuando la absorcion
ultravioleta de una muestra derivada de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se mide por
cromatografia liquida de alto rendimiento.

[Realizacion 44] El método expuesto en la realizacion 43 que incluye el calculo de la pureza del péptido PTH en la
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH comparando el area de un pico correspondiente a un analogo de PTH
en un cromatograma y el area de pico correspondiente al péptido PTH o la suma del area de pico de péptido PTH y el
area de pico de todos los demas analogos de PTH detectados en el mismo cromatograma cuando la absorbancia
ultravioleta de una muestra procedente de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se mide mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento.

[Realizacion 45] El método expuesto en la realizacion 44 que incluye el calculo de la pureza del péptido PTH en una
preparacion liofilizada que contiene péptido PTH comparando el area de ese pico y el area de pico correspondiente al
péptido PTH o la suma del area de pico de péptido PTH y el area de pico de todos los demas analogos de PTH
detectados en el mismo cromatograma cuando se usan condiciones de cromatografia de modo que se detecten dos
0 mas analogos de PTH cualesquiera como uno o mas picos individuales en el cromatograma.

[Realizacion 46] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 41 a 45 para garantizar que la cantidad de al
menos un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la cantidad total de analogos de PTH es
de 1,0 % o menos y/o la cantidad total de analogos de PTH frente a la suma de la cantidad de péptido PTH y la
cantidad total de analogos de PTH es de 5,0 % o menos en una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH.

[Realizacion 47] El método expuesto en cualquiera de las realizaciones 41 a 46 que incluye la deteccion del niumero
masico de los analogos de PTH usando un espectréometro de masas de cromatografia liquida de alto rendimiento.

[Realizacion 48] El método establecido en cualquiera de las realizaciones 41 a 47 que incluye fraccionar una sustancia
que da un pico unico en el cromatograma e identificar el nimero masico de los fragmentos producidos al digerir esta
sustancia usando tripsina.

[Realizacion 49] Un método para producir un producto farmacéutico que comprende una preparacion liofilizada que
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contiene péptido PTH que incluye una etapa para llevar a cabo el método de prueba de cualquiera de las realizaciones

41 a 48.
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<400> 4
Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn

1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His
20 25 30
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10 1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene PTH humana de alta pureza (1-34),
comprendiendo el método

controlar la exposicion de la solucién que contiene PTH humana (1-34) a ozono contenido en ambientes aéreos en
una instalacion de produccion de inyeccion esteéril

durante una o mas etapas, comenzando con la etapa de preparar una soluciéon que contiene la PTH humana (1-34)
hasta el final de la etapa para cargar en el medio de liofilizacion,

en donde "alta pureza" significa que la cantidad de un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana
(1-34) y la cantidad total de analogos de PTH en la preparacion es 1,0 % o menos y que la cantidad total de analogos
de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana (1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o
menos, en donde el analogo de PTH es uno o mas de 1) a 11) de la siguiente manera:

1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(3-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

6) analogo 6:
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oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) NUmero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 4 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(11-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da,

en donde, el analogo de PTH es uno detectado como un pico diferente del péptido PTH, que es el principio activo en
el cromatograma cuando una muestra de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se somete a HPLC.

2. El método expuesto en la reivindicacion 1, en donde la exposicion del producto liofilizado a ambientes aéreos en
una instalacién de produccion de inyeccion estéril también se controla en la etapa para sellado de viales después de
la liofilizacion.

3. Un método para producir una preparacion liofilizada que contiene PTH humana de alta pureza (1-34) como un
principio activo, comprendiendo el método

controlar la exposicion de una solucion que contiene PTH humana (1-34) a ozono contenido en ambientes aéreos en
una instalacion de produccion de inyeccion esteéril

antes de la liofilizacion y durante la carga en el medio de liofilizacion;

en donde "alta pureza" significa que la cantidad de un analogo de PTH frente a la suma de la cantidad de PTH humana
(1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 1,0 % o menos y que la cantidad total de analogos de PTH frente a
la suma de la cantidad de PTH humana (1-34) y la cantidad total de analogos de PTH es 5,0 % o menos en la
preparacion; la etapa de carga es una etapa que dura tres o0 mas horas; el ambiente aéreo es un ambiente en el que
el aire limpio que ha pasado a través de un filtro HEPA se mantiene como un flujo aéreo unidireccional hacia abajo
desde arriba; y la velocidad del flujo aéreo 20 cm directamente debajo del filtro HEPA es 0,2-1,0 m/s, en donde el
analogo de PTH es uno o mas de 1) a 11) de la siguiente manera:
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1) analogo 1:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 64 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (1-a) a (1-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(1-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(1-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(1-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

2) analogo 2:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 36 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (2-a) a (2-c) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(2-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(2-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y

(2-c) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;

3) analogo 3:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (3-a) y (3-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(3-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(3-b) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
4) analogo 4:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (4-a) y (4-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(4-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da,
(4-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
5) analogo 5:

oxido de péptido PTH que tiene un niumero masico 48 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (5-a) y (5-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(5-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(5-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
6) analogo 6:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 20 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce productos de digestion correspondientes a los siguientes fragmentos (6-a) y (6-b) cuando
el analogo es digerido por tripsina,

(6-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da 'y
(6-b) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
7) analogo 7:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (7-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(7-a) Numero masico de Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys (SEQ ID NO: 1) +16 Da;
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8) analogo 8:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (8-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(8-a) Numero masico de His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg (SEQ ID NO: 2) +16 Da;
9) analogo 9:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 32 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (9-a) cuando el analogo
es digerido por tripsina,

(9-a) Numero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da;
10) analogo 10:

oxido de péptido PTH que tiene un numero masico 16 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (10-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(10-a) NUmero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +16 Da; o
11) analogo 11:

oxido de péptido PTH que tiene un nimero masico 4 Da mayor que el nimero masico del péptido PTH contenido en
la preparacion y que produce un producto de digestion correspondiente al siguiente fragmento (11-a) cuando el
analogo es digerido por tripsina,

(11-a) Nimero masico de Val-Glu-Trp-Leu-Arg (SEQ ID NO: 3) +4 Da,

en donde, el analogo de PTH es uno detectado como un pico diferente del péptido PTH, que es el principio activo en
el cromatograma cuando una muestra de una preparacion liofilizada que contiene péptido PTH se somete a HPLC.
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[Figura 5]
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[Figura 7]
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[Figura 8]
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[Figura 13]
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[Figura 16]
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