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Prezenta inventic se referd in general
la domeniul stabilizdrii formuldrilor de
gonadotropine, in special formuldrilor lichide
de gonadotropine. Stabilizarea este realizatd
printr-o combinatie speciald de excipienti, de
preferinti arginini si metionini. Intr-o varianti

2

de realizare preferatd, formularea nu cuprinde

un tampon.
Revendicari: 14
Figuri: 2




(54) Stable liquid gonadotropin formulation

(57) Abstract:

1
The present invention pertains in
general to the field of the stabilization of
gonadotropin formulations, in particular liquid
formulations of gonadotropins. The
stabilization is achieved by a particular

2
combination of excipients, preferably arginine
and methionine. In a preferred embodiment,
the formulation does not comprise a buffer.
Claims: 14
Fig.: 2
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd in general la domeniul stabilizirii formuldrilor de gonadotropind, in
special a formularilor lichide de gonadotropine. Stabilizarea se realizeaza printr-o combinatie particulard
de excipienti, si anume arginina si fird tampon suplimentar.

FONDUL INVENTIEI

Gonadotropinele sunt o familie de hormoni, care sunt implicafi in esenta si in principal in ciclul
fertilitatii la femei si barbati. Gonadotropinele pot fi derivate din urind, atit in scopuri de cercetare, cat si
in scopuri de tratament, cu toate acestea, mai multe gonadotropine, cum ar fi hCG, LH si FSH, pot fi, de
asemenea, produse recombinant.

In special, gonadotropinele pot fi utilizate in tratamentul infertilititii.

Cele patru gonadotropine principale apartin toate aceleiasi familii de glicoproteine. Acestea sunt
hormonul foliculostimulant (FSH), hormonul stimulator al tiroidei (TSH), hormonul luteinizant (LH) si
gonadotropina (umand) corionicd (hCG). Toate aceste gonadotropine sunt heterodimere si constau dintr-o
subunitate alfa si beta; subunitatea alfa este comund tuturor, adicd aceeasi pentru toate cele patru
gonadotropine mentionate mai sus, in timp ce subunitatea, respectiv beta diferd. Actiunea FSH este
mediatd de un receptor FSH distinct. Lanturile beta ale LH si HCG impartasesc omologie de secventd
proteica de 82% si isi exercitd actiunile prin acelasi receptor LH.

FSH este secretat in mod natural de glanda pituitard anterioard si functioneazad pentru a sustine
dezvoltarea foliculard si ovulatia. FSH cuprinde o subunitate alfa de 92 de aminoacizi, comuna celorlalti
hormoni glicoproteici, de ex. LH si hCG si o subunitate beta de 111 aminoacizi unicd la FSH care conferd
specificitatea biologicd hormonului (Pierce si Parsons, 1981, Glycoprotein hormones: structure and
function, Ann Rev Biochem., 50: 465-495). Subunitatea beta maturd a hCG este compusa din 145 de
aminoacizi. Fiecare subunitate din FSH si hCG este modificatd post-translational prin addugarea de
reziduuri complexe de carbohidrati. Pentru FSH, ambele subunitdti poartd doud situsuri pentru atasarea
glicanului legat de N, subunitatea alfa la aminoacizii 52 si 78 si subunitatea beta la resturile de aminoacizi
7 si 24 (Rathnam si Saxena, (1975) Primary amino acid sequence of follicle stimulating hormone from
human pituitary glands. 1. alpha subunit, J Biol Chem. 250 (17):6735-6746; Saxena si Rathnam, (1976)
Amino acid sequence of the beta subunit of follicle-stimulating hormone from human pituitary glands, J
Biol Chem. 251(4): 993-1005)). FSH este astfel glicozilat 1a aproximativ 30% in masd (Dias si Van Roey,
(2001) Structural biology of human follitropin and its receptor. Arch Med Res. 32 (6): 510-519; Fox et al.
(2001) Three-dimensional structure of human follicle-stimulating hormone. Mol Endocrinol. 15(3), 379-
89). Subunitatea beta a hCG contine atit N- cat si O-glicozilare (N-13, N-30, 0-121, 0-127, 0-132 si 0-
138). Glicozilarea suplimentard din subunitatea beta a hCG o face mai hidrofild decat cea a FSH.
Subunititile B oferd specificitate pentru interactiunea receptorilor.

Gonadotropinele derivate din urind au fost utilizate clinic de peste 40 de ani si siguranta lor este
bine stabilitd. Noile generafii de gonadotropind urinard foarte purificati (HP), derivate comparate cu
prima generatie, au fost introduse de-a lungul timpului. Puritatea crescutd este obtinutd prin addugarea de
etape de purificare suplimentare, cum ar fi schimbul de anioni si etapele de cromatografie de interactiune
hidrofobd pentru a elimina proteinele urinare fard FSH si/sau bioactivitate a LH. Puritatea semnificativ
crescutd a preparatelor de gonadotropind de noud generatie faciliteaza studii de caracterizare mai
cuprinzitoare de preparate care ofera informatii suplimentare despre compozitie.

FSH urinar purificat si menotropinele menopauzale umane (hMG), ambele izolate de urina
femeilor aflate in postmenopauza, au fost utilizate de mai multi ani in tratamentul infertilitatii fie pentru a
induce (mono) ovulatia, fie pentru a stimula foliculi multipli la pacientii supusi stimuldrii ovariene
controlate (COS) inainte de tehnologiile de reproducere asistatd (ART). Doudl versiuni recombinante de
FSH, Gonal-F® (folitropind alfa, Merck Serono) si Puregon®/Follistim® (folitropind beta, Merck) au
devenit disponibile la mijlocul anilor '90. Ambele produse sunt exprimate in linii celulare de ovar de
hamster chinezesc (CHO) (Howles, C.M. (1996), ingineria geneticd a FSH uman (Gonal-f), Hum Reprod.
Update, 2: 172-191).

Celulele CHO sunt utilizate in mod obisnuit pentru producerea proteinelor recombinante
farmaceutice. Analiza structurald a identificat faptul ca acidul sialic este atasat exclusiv printr-o legitura
02,3-. Multe glicoproteine umane confin un amestec de legaturi 02,3- si 02,6- pentru reziduurile de acid
sialic. Prin urmare, proteinele recombinante exprimate utilizand sistemul CHO vor diferi de omologii lor
naturali prin tipul lor de legaturi terminale de acid sialic.

INFERTILITATE
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In contextul actual, , infertilitatea” va fi definiti ca abilitatea diminuatii sau incapacitatea de a
concepe si de a avea descendenti. Se spune, de asemenea, cd femeile care pot rimane insircinate, dar care
suferd avorturi repetate, sunt infertile. Infertilitatea este, de asemenea, definitd in termeni specifici ca
esecul de a concepe dupa un an de relatii regulate fird contraceptie. Infertilitatea se poate datora multor
cauze. Studiile au aritat cd putin mai mult de jumitate din cazurile de infertilitate sunt rezultatul
afectiunilor feminine. Celelalte cazuri sunt cauzate de tulburiri ale spermei si de factori inexplicabili. In

gestionarea medicald a endometriozei, inducerea ovulatiei (OI), fibroamele si disfunctia sexuald feminind
(FSD) si interventia chirurgicala pentru corectarea anomaliilor.

In tehnologia de reproducere asistatd si Ol, se utilizeazd medicamente pentru stimularea
ovulatiei. Aldturi de FSH, care este in primul rind responsabil pentru stimularea ovariand, preparatele de
gonadotropind pot contine LH si/sau hCG.

Mai nulte produse medicamentoase diferite care confin hormoni gonadotropinici derivati din
urind de la femeile insdrcinate sau in postmenopauza sunt utilizate in prezent in practica clinicd pentru
tratamentul infertilitdtii, cum ar fi preparatele HMG (gonadotropind menopauzald umand) care contin un
raport 1: 1 de bioactivitate FSH si LH (vezi de ex. versiunea USP 35, monografie pentru menotropine),
precum si preparate care contin doar bioactivitate FSH. Incepand cu 1995, au devenit disponibile produse
din gonadotropine, fabricate prin tehnologia ADN-ului recombinant.

Prin urmare, este important si se furnizeze formuldri stabilizate ale acestor compusi
gonadotropinici, fie singuri, fic intr-un amestec.

Astfel, un scop al prezentei inventii este de a furniza formulari, in special formuldri lichide, a
uneia sau mai multor gonadotropine, in special a unei compozifii care contine hCG, optional intr-o
combinatie cu FSH, care sunt stabile. Un alt obiectiv al prezentei inventii este de a furniza o metoda
pentru stabilizarea unor astfel de formuldri. Un alt obiect este sd se asigure o astfel de formulare care este
stabila timp de 12 luni, de preferinta timp de 24 de luni, chiar mai preferabil timp de 24 de luni in conditii
de depozitare plus 1 lund ,,in uz”, adica la temperatura camerei.

SUMARUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la formulari stabile de gonadotropind lichid, asa cum sunt definite in
continuare in revendicdri. Intr-o realizare preferati, aceste formuliri cuprind hCG. Intr-o varianti
preferatd, aceastd formulare cuprinde atit FSH, cit si hCG. Gonadotropinele din formularile inventiei
sunt de preferintd derivate din urina sau derivate din plasma, dar intr-o variantd alternativa pot fi produse
recombinant.

In cele ce urmeaza, termenul ,hMG” va fi utilizat in mod interschimbabil cu .gonadotropine din
urini”. In principal, gonadotropinele din urini vor fi din urina umana.

Gonadotropina corionicd umani (hCG) contribuie la activitatea LH (hormonul luteinizant), care
este responsabil pentru indicatiile farmaceutice aprobate in prezent. Acesta este un fapt bine cunoscut si
este descris ca parte a SmPC-urilor preparatelor hMG, cum ar fi produsul Menopur®, autorizat pentru
aceleasi indicatii ca cele revendicate in prezent. Menopur® - in aceste SmPC - cuprinde activitatea FSH si
LH, dar confirma in plus cd hCG este responsabil pentru cel putin o parte a activititii LH. Astfel, orice
referire 1a hCG in contextul prezentei inventii cuprinde formuldri care cuprind o activitate a LH care
poate fi atribuitd la hCG.

Exemplele de realizare preferate includ urmatoarele: si

1. O formulare farmaceutica lichidd de gonadotropind, cuprinzind o gonadotropind si arginina
intr-o cantitate de la 50 la 160 mM, in care formularea nu confine un tampon suplimentar si in care pH-ul
formuldrii este cuprins intre 6,0 si 7,5.

2. Formularea farmaceuticd de la punctul 1, in care gonadotropina cuprinde hCG (gonadotropini
corionica umand) si optional FSH si / sau LH.

3. Formularea farmaceutici de la punctul 1 sau 2, in care gonadotropina cuprinde hMG
(gonadotropini umani menopauzald).

4. Formularea farmaceutici a oricdruia dintre punctele 1 pana la 3, in care gonadotropina (cum ar
fi FSH, LH si / sau hCG) este de origine umana si derivata din urin.

5. Formularea farmaceutici a oricaruia dintre punctele 1 pani la 3, in care gonadotropina (cum ar
fi FSH, LH si / sau hCG) este recombinanta.

6. Formularea farmaceutici a oricdruia dintre articolele precedente, cuprinzand suplimentar un
conservant, preferabil fenol.

7. Formularea farmaceutica a oricdruia dintre punctele precedente, cuprinzand suplimentar un
agent activ de suprafat, de preferintd un polisorbat, chiar mai preferabil polisorbat 20.
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8. Formulare farmaceuticd de la punctul 6 sau 7, in care conservantul, de preferinta fenolul, este
prezent intr-o cantitate de 4 - 6 mg/ml, de preferin{d intr-o cantitate de 5 mg / ml.

9. Formularea farmaceuticd de la punctul 7 sau 8, in care agentul activ de suprafata, de preferinti
polisorbatul 20, este prezent intr-o cantitate de 0,001 - 0,05 mg / ml, de preferintd intr-o cantitate de 0,005
mg / ml.

10. Formularea farmaceuticA a oriciruia dintre articolele precedente, in care arginina este
preferabil L-arginind HCI.

11. Formularea farmaceuticd a oriciruia dintre punctele precedente, in care hMG este prezentd
intr-o cantitate de 300 - 900, mai preferatd 500 - 700, chiar mai preferati 600 - 650, foarte preferabil 625
U/ ml

12. O formulare farmaceuticd lichidd asa cum este descrisa in oricare dintre punctele precedente,
pentru utilizare intr-o metoda de tratament a infertilititii.

13. Formulare farmaceutici pentru utilizare in articolul 12, in care tratamentul este un tratament
de inductie a ovulatiei (OI), tehnici de reproducere asistatd (ART) si/sau hipogonadism hipogonadotrofic
la barbati.

14. O metodd pentru stabilizarea unei formuliri farmaceutice lichide, cuprinzind hMG, care
cuprinde etapa de

o Furnizarea unei probe de urina de la o femeld umand

o Extragerea hMG

o Compunind extractul mentionat cu arginind si metionind, in cantitifi definite in oricare dintre
punctele precedente,

o Optional addugind suplimentar fenol si polisorbat in cantitati definite in oricare dintre punctele
precedente,

o Reglarea pH-ului pentru a oferi o formulare cu un pH cuprins intre 6,0 si 7,5,

o in care nu este addugat tampon aditional.

Asa cum s-a descris mai sus, gonadotropinele, de ex. FSH si hCG, precum si LH sunt potrivite
pentru tratamentul infertilititii. In aceasti privinti, a devenit clar ci formulirile lichide ale acestor
gonadotropine pot fi instabile; acest lucru este valabil chiar si pentru acele gonadotropine care sunt
destinate unei singure utilizari. Instabilitatea poate fi si mai pronuntatd dacd formularile lichide cuprind
un conservant, care este de ex. prescris pentru toate formulirile multidoza.

Prezentele formuliari pot fi destinate unei singure utilizari sau, respectiv, unei utilizdri multiple.

FSH formulat in prezentele formuldri poate fi FSH urinar sau derivat din plasmd sau FSH
recombinant (rFSH). Intr-o varianti preferatd, FSH este urinar sau rFSH; deosebit de preferat este FSH
urinar.

Dupa cum s-a mentionat mai sus, acum este posibil sd se producd gonadotropine, cum ar fi FSH,
LH sau hCG recombinant. Astfel, referirea aici la o gonadotropind in general include intotdeauna atit
derivatul urinar sau derivatul plasmatic, cét si recombinantul (r) de gonadotropind, daca nu se specifica
altfel. Astfel, de ex. referinta la ,,FSH” cuprinde si rFSH. Secventele de aminoacizi si productie, precum
si secventele de acizi nucleici ale FSH, hCG si LH sunt toate binecunoscute persoanei calificate in
domeniu.

Secventele care pot fi utilizate in contextul prezentei inventii sunt dupd cum urmeaza:

FSH. LH si subunitate alfa hCG (SECV ID NR: 1)

(vezi si Fiddes, J.C. si Goodman, H.M. Gena care codificd subunitatea alfa comund celor patru
hormoni glicoproteici umani J. Mol. Aplic. Genet. 1 (1), 3-18 (1981))

AR A RV LI SVE WML S AR ODCPRCTLOENPRFSOPGARUGEMGCCR SHA TP T PLRSRETRALVOR MY

THESTCOVAKS NSV TVIMGGERVENHTACHOSTOVYHRS (partea subliniatd este peptida fider) {118}

Subunitate beta FSH (ID SECV NR.: 2)
(vezi si Saxena,B.B. si Rathnam,P. Secven{a de aminoacizi a subuniti{ii beta a hormonului
foliculostimulant din glandele pituitare umane J. Biol. Chem. 251 (4), 993-1005 (1976))

METLOFFFLC CWEAICCRSCEL TR AERERCRPCEIN T TWEAGYCYTROLVYRRPARPKIQETCTRRELVYETYR

lider) £128}
Subunitate alfa hCG (SECV ID NR: 3)
(vezi si Fiddes, JC, Goodman HM. ADNc pentru subunitatea beta a gonadotropinei corionice

umane sugereaza evolutia unei gene prin recitire in regiunea 3'-netradusd Natura. 14Aug 1980 ;
286(5774):684-7)
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RAERSPOGELLLLL ESMGETWASEEFL RFRCR MINATLAVEY SROMiiTYN TTIAGYOPT RMITRVEDGVLR
ALPOVVINYR DVRFESIRLE GUPRSYNEYY SYAVALSCOC ALTERETTDE GIEPEDHPLTL DUPREGHSSS
SHARPPSLFS FORLPGRELT PIPQ {paries subliniala este peplida lider) {185)

Subunitate beta LH (SECV ID NR: 4)

(vezi si Sairam, M.R. si Li, C.H. Human pituitary lutropin. Isolation, properties, and the complete
amino acid sequence of the beta-subunit Biochim. Biophys. Acta 412 (1), 70-81 (1975))
MEMLOGLLELLHSMSOAWASREPLEFWOH PINALAVERDSCPVIITYNY

THCAGYCRF TRV OAV LR BNV CTYRIVRF ESREPGCPROVDPYYSFRYALSCROGRORRATARLC
BEPKLHPLTC DHPOAGUFL {partea subliniald este peplida iider) {141}

Intr-o varianti alternativi, rFSH sau rHCG din toate exemplele de realizare este un rFSH cu
actiune lunga sau respectiv thCG. Astfel de ex. formularile FSH cu actiune indelungata pot fi obtinute asa
cum sunt cunoscute in general de o persoand de specialitate in domeniu, de ex. prin modificarca
moleculei FSH sau prin modificarea formulirii.

"FSH" asa cum este utilizat aici cuprinde astfel toate formele posibile derivate sau recombinante
urinare ale FSH mentionate mai sus, precum si toate combinatiile posibile ale formei FSH. De asemenea,
este cuprinsd o formulare pentru o singurd utilizare si una sau mai multe formuldri suplimentare (cu
aceeasi sau cu o gonadotropind diferitd) pentru utilizare in mai multe doze.

Un posibil produs poate fi o formulare care include FSH (intr-o variantd preferatd incluzand si
hCG si / sau optional LH, activitatea LH etc.), toate in recipiente diferite. Activitatea LH, dacd este
prezentd, poate fi originard din LH sau hCG. LH poate fi inlocuit cu o doz3 echivalenti de hCG si invers;
0 ,,doza echivalentd” in acest context poate fi calculati asa cum este bine cunoscut in domeniu.

O combinatic de gonadotropind deosebit de preferatd este cea a FSH si hCG, de preferinti ca
formulare hMG intr-un singur recipient, dar optional, de ex. in recipiente diferite, de ex. flacoane sau
cartuse.

Combinatiile posibile, care pot fi furnizate si in recipiente diferite, includ, de asemenea: FSH
urinar (u) si uthCG sau uFSH si uLH; in continuare (rhCG sau rLH sau tFSH) si (uhCG sau uLH sau
rhCG sau rLH) si toate permutirile posibile ale acestora. Intr-o variant foarte preferatd, formularea
inventiva cuprinde FSH si hCG. Intr-o alta realizare la fel de preferatd, formularea inventivi cuprinde
hCG.

Formuldrile gonadotropinei conform prezentei inventii sunt formulari lichide. De preferintd,
formularea este injectabild. Formuldrile pot fi furnizate ca un produs avand una, doud sau mai multe
compozifii farmaceutice, inclusiv FSH sau FSH / hCG si / sau LH, pentru administrare separati sau
impreund. Dacd se administreazi separat, administrarea poate fi secventiald. Produsul poate fi furnizat in
orice pachet adecvat. De exemplu, un produs poate contine mai multe seringi preumplute, fiecare
incluzand FSH (o compozitie FSH), sau suplimentar hCG (o compozitie hCG) de ex. in care seringile pot
fi ambalate intr-un pachet blister sau alte mijloace pentru a mentine sterilitatea. Un produs poate contine
optional instructiuni pentru utilizarea formularilor de gonadotropina.

Conform unui alt aspect, formularea inventivd de gonadotropind este furnizati ca un preparat cu
mai multe doze. Prezenta inventie, cu toate acestea, este in mod explicit directionata si citre formulari
destinate unei singure utilizari. Prezenta inventie se referd, de asemenea, la o stabilizare a formularilor ca
parte a unui kit. Un astfel de kit va cuprinde cel putin un recipient care confine una sau mai multe doze
zilnice de gonadotropind, de ex. FSH, sau de ex. doud recipiente (de exemplu, un flacon), fiecare
cuprinzand o gonadotropini diferitd, cum ar fi hCG, si de ex. instructiuni suplimentare (de ex. pentru
administrare) si de ex. alte mijloace pentru injectare. Intr-o varianti preferati, se utilizeazi un stilou de
injectie pentru injectii multiple, prin care solutia de gonadotropini este umplutd in cartusele respective.
Ingredientele active pot fi in diferite cartuse, dar pot fi desigur injectate simultan sau in ordine
secventiald, asa cum este bine cunoscut de citre specialistii in domeniu. De asemenea, doud sau mai
multe ingrediente active pot fi in acelasi cartus.

Intr-o varianti foarte preferati, prezenta formulare este pentru uz parenteral, chiar mai preferati
pentru injectie subcutanata.

Intr-o variantii preferati, hMG este prezent in formulare intr-o cantitate de 35 - 850 Ul/ml, de
preferintd 50 -800 Ul/ml, chiar mai preferat 100 - 700 Ul/ml, cel mai preferat 625 Ul/ml, de obicei intr-o
formulare multidoza.

O formulare preferatd in mod deosebit de excipientii pentru o formulare multidozi cuprinzind
hMG ca mai sus si /sau cuprinzind hMG si/sau hCG si/sau toate celelalte gonadotropine mentionate ca
intrand in prezenta inventie, are urmitoarea compozitie:

50- 160 mM arginind HCI, preferabil 150 mM, arginind HCI

0,05 to 1,5 mg/ml, preferabil 0,15 mg/ml, L-metionini
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0,001 - 0,05 mg/ml, preferabil 0,005 mg/ml, Polisorbat 20

4.0 pand la 6,0 mg/ml, preferabil 5,0 mg/ml, fenol

pH 6,0 pand 7.5, preferabil pH 6,8 +/- 0,3, (pH-ul se referd la pH-ul intregii solutii.) WFL

Concentratiile tipice ale ingredientului activ pentru formuldri care confin hCG recombinant si /
sau FSH sunt dupd cum urmeaza, desi concentratia ingredientului activ nu are nicio influentd asupra
performantei prezentei inventii:

Pentru rFSH: 30 - 150 ng/ml

Pentru rhCG: 5 - 200 ng/ml

Excipientii preferati pentru astfel de formuldri recombinate sunt aceiasi ca cei descrisi mai sus
pentru formularea multidoza de hMG. Formulérile tipice cu dozd unica sunt, de asemenea, cuprinse in
aceastd inventie si ar fi aceleasi ca cele descrise mai sus, cu exceptia faptului cd nu ar cuprinde un
conservant, cum ar fi fenolul.

Formele de depozit injectabile pot fi realizate prin formarea de matrice microincapsulate ale
gonadotropinei (si a altor agenti, daca sunt prezenti) in polimeri biodegradabili. Formele de depozit pe
baza de polimeri/sistemele cu eliberare sustinuti pot, in functie de natura lor chimicd, sa fie de exemplu
micro- sau nanoparticule, hidrogeluri, micelii, emulsii sau implanturi. In functic de raportul dintre
gonadotropind si polimer si de natura polimerului utilizat, viteza de eliberare a gonadotropinei poate fi
controlati. Exemplele de polimeri biodegradabili includ sisteme de copolimeri polilactida / poliglicolida,
polivinilpirolidona, poli (ortoesteri), poli(anhidride), poli(etilenglicol), poliaminoacizi, polizaharide de ex.
hialuronat de sodiu (NaHA) sau alte sdruri ale acestuia, gelatind, chitosan etc. Tof{i polimerii mentionati
pot fi derivatizati sau modificati pentru a optimiza eliberarea medicamentului proteic sau stabilitatea
acestuia. Formularile injectabile Depot sunt, de asemenca, preparate prin inglobarea gonadotropinei in
sisteme lipidice sau amestecuri de lipide polimerice sub formd de micele, lipozomi sau microemulsii care
sunt compatibile cu tesuturile corpului.

Formuldrile injectabile pot fi sterilizate, de exemplu, prin filtrare printr-un filtru de retinere a
bacteriilor si / sau prin incorporarea agentilor de sterilizare. Este posibil si se formeze compozitii solide
sterile care pot fi dizolvate sau dispersate in apd sterild sau alt mediu steril injectabil chiar inainte de
utilizare. Formulirile injectabile pot fi furnizate in orice recipient adecvat, de ex. flacon, seringi
preumplutd, cartuse de injectie si altele asemenea, asa cum este descris mai sus.

pH-ul si concentratia exactd ale diferitelor componente ale unei formuldri pentru utilizare ca
compozifie farmaceuticd asa cum este descris aici sunt ajustate in principal in conformitate cu practica de
rutind din acest domeniu, vezi de exemplu Pharmaceutical Medicine, editia a cincea, editat de John P.
Griffin si John O'Grady. Intr-o varianti preferati, compozitiile inventiei sunt furnizate ca compozitii
pentru administrare parenterald. Metodele generale pentru prepararca formuldrilor parenterale sunt
cunoscute in domeniu si sunt descrise in REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF
PHARMACY, supra, la paginile 780-820. Compozitiile parenterale pot fi furnizate sub formi de lichid
sau ca un solid care va fi amestecat cu un mediu steril injectabil chiar inainte de administrare. Intr-un
exemplu de realizare preferat in special, compozitiile parenterale sunt furnizate sub formi de unitate de
dozare pentru usurinta administrarii si uniformitatea dozarii.

FSH, hCG si/sau LH care pot fi formulate in conformitate cu prezenta inventie pot fi derivate
prin mijloace conventionale din urind, asa cum este bine cunoscut in domeniu, sau pot fi produse
recombinant. Pentru posibile metode de productie este mentionat in continuare de ex. WO 2009/127826.

O varianta preferatd a inventiei este formularea descrisa in prezent care cuprinde hCG.

hCG poate fi obfinut prin orice mijloace cunoscute in domeniu. hCG asa cum este utilizat aici
include hCG derivat din urind si hCG recombinant. O formulare care cuprinde hCG derivat din urin este
preferatd in special. O formulare cu activitate LH care este - cel putin partial - derivatd din hCG (cu alte
cuvinte: hCG este molecula care este responsabild pentru aceastd activitate LH) este de asemenea
cuprinsd. HCG derivat de la om poate fi purificat din orice sursd adecvata (de ex., urind si/sau placentd)
prin orice metoda cunoscutd in domeniu. Metodele de exprimare si purificare a hCG recombinant sunt
bine cunoscute in domeniu.

LH poate fi obtinut prin orice mijloace cunoscute in domeniu. LH, asa cum este utilizat aici,
include LH derivat de la om si LH recombinant. LH derivat de la om poate fi purificat din orice sursd
adecvati (de ex., urind) prin orice metoda cunoscutd in domeniu. Metodele de exprimare si purificare a
LH recombinant sunt cunoscute in domeniu.

Termenul "compozitie farmaceuticd" este utilizat aici in mod alternativ cu "formulare
farmaceutica".

Comporzitia farmaceuticd stabild a prezentei invenfii poate fi utilizatd pentru tratamentul
infertilititii. ,, Tratamentul infertilitatii” in contextul acestei inventii include tratamentul infertilititii prin
(hiper)stimulare ovariand controlatd (COS) sau metode care includ o ctapd sau ctapd de stimulare
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ovariand controlatd, de exemplu inseminarea intrauterind (IUI), fertilizarea in vitro (FIV) sau injectie
intracitoplasmatica de sperma (ICSI). Termenul include, de asemenea, inductia ovulatiei (OI) sau metode
care includ o etapd sau etapd de inductic a ovulafiei. Termenul include, de asemenea, tratamentul
mfertilitatii la un subiect cu infertilitate tubard sau inexplicabild, inclusiv tratamentul infertiliti{ii la un
subiect care are endometrioza, de exemplu endometrioza in stadiul I sau stadiul II (asa cum este definit de
sistemul de clasificare al Societifii Americane de Medicind a Reproducerii (ASRM) pentru diferitele
etape ale endometriozei, clasificarea endometriozei revizuiti a Societitii Americane de Medicind a
Reproducerii: 1996, Fertil Steril 1997; 67, 817-821), si/sau la un subiect cu un partener cu factor de
infertilitate masculind. Termenul include preferabil utilizarea in ex. tehnologii de reproducere asistatd
(ART), inductia ovulatiei (OI) sau inseminarea intrauterind (IUI). Compozitia farmaceuticd poate fi
utilizatd, de exemplu, in indicatii medicale unde se utilizeazd preparate cunoscute de FSH sau preparate
de FSH si hCG. Intr-un exemplu de realizare tipic, prezenta formulare este utilizati pentru aceleasi
indicatii medicale ca acele indicatii aprobate pentru Menopur®, in Europa, dupd cum urmeaza, intr-un
caz exemplar:
Tratamentul infertilitatii feminine si masculine:

. Femei anovulatoare: MENOPUR poate fi utilizat pentru stimularea dezvoltdrii
Joliculilor la pacientii amenoreici. Clomiphene (sau un agent similar care induce ovulatia care
influenteazd mecanismele de reactie la steroizi) este tratamentul preferat pentru femeile cu o varietate de
tulburari ale ciclului menstrual, inclusiv insuficienta fazei luteale cu cicluri anovulatorii si cu prolactind
normald, precum $i pacientii amenoreici cu dovezi de productie de estrogen endogen dar niveluri
normale de prolactind si gonadotropind normald. Non-respondentii pot fi apoi selectati pentru terapia cu
menotropind.

» Femeile supuse superovulatiei in cadrul unui program de fertilizare asistat medical:
MENOPUR poate fi utilizat pentru a induce dezvoltarea foliculard multipld la pacientii supusi unei
tehnici de conceptie asistatd, cum ar fi fertilizarea in vitro (FIV).

* Hipogonadismul hipogonadotrofic la bdrbati: MENOPUR poate fi administrat in asociere cu
gonadotropind corionicd umand (de ex. Choragon) pentru stimularea spermatogenezei.

sau indicatiile aprobate pentru Menopur® in SUA dupd cum urmeazd:

Dezvoltarea foliculilor multipli si a sarcinii la femeile ovulatorii ca parte a unui ciclu de
Tehnologie de reproducere asistatd (ART).

Alternativ, optiunile de tratament cu Menopur® pot fi descrise dupd cum urmeaza:

MENOPUR este indicat pentru tratamentul infertilititii in urmdtoarele situatii clinice:
Anovulatia, inclusiv boala ovariand polichisticd (PCOD), la femeile care nu au rispuns la tratamentul cu
citrat de clomifen.

Hiperstimulare ovariand controlatd pentru a induce dezvoltarea de foliculi multipli pentru
tehnologii de reproducere asistatd (ART) (de ex., fertilizarea in vitro / transferul embrionilor (FIV / ET),
transferul gamet intra-falopian (GIFT) si injectia intracitoplasmatici a spermei (ICSI)).

Stimularea dezvoltarii foliculare 1la femeile cu hipogonadism hipogonadotrofic.

Prezenta inventie prevede, de asemenea, utilizarea formularilor stabilizate de gonadotropini
descrise aici (conform aspectelor inventiei) pentru sau in fabricarea unui medicament pentru tratamentul
infertilitatii.

Intr-o varianti preferatd, prezenta formulare conform inventiei este utilizatd pentru inducerea
ovulatiei, tehnici de reproducere asistatd (ART) si/sau pentru hipogonadismul hipogonadotrofic la barbati.

Compozitiile farmaceutice pot fi formulate in continuare in compozitii bine cunoscute pentru
orice cale de administrare a medicamentului, de ex. oral, rectal, parenteral, transdermic (de ex., tehnologia
plasture), intravenos, intramuscular, subcutanat, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, local (pulberi,
unguente sau picaturi) sau sub formi de spray bucal sau nazal. O compozitie tipicd cuprinde un purtitor
acceptabil farmaceutic, cum ar fi solutia apoasd, excipienti netoxici, inclusiv siruri si conservanti,
tampoane si altele asemenea, asa cum este descris in edifia a cincisprezecea a Remington's
Pharmaceutical Sciences (Matt Publishing Company, 1975), la paginile 1405-1412 si 1461 pana la 87; si
USP-NF, The National Formulary XIV editia a paisprezecea (American Pharmaceutical Association,
1975), printre altele. Prezenta inventie este directionatd, in unele variante, la furnizarea specificd a unei
formuldri care prezintd att o stabilitate surprinzitor de ridicati, ct si alte avantaje, cum ar fi fard
colorare inacceptabild, fard turbiditate inacceptabild, durere redusd sau lipsitd de durere la injectie si o
iritare redusd sau lipsitd de iritafie a pielii la injectie. Acest lucru a devenit posibil numai cu descoperirile
prezentei inventii care aratd cd anumite componente permit performanta avantajoasi si stabilitatea ridicat
a formulérilor lichide de gonadotropind descrise aici.
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Desi formularile de gonadotropind sunt pe piatd de cateva decenii acum, omul de stiinti al
formuldrii este foarte constient de faptul cd formularea acestor proteine este asociati cu o serie de
dificultafi. Aceste dificultafi exista si variaza sever pe baza multor factori, cum ar fi

+ Faptul ci se formuleaza o proteind (proteinele ca atare sunt greu de formulat in orice caz)

» Faptul ca proteina este glicozilatd specific (glicozilarea ar putea fi influentatd de selectia
specifici a fabricdrii si a excipientilor)

* Proteinele specifice formulate (chimia formuldrii variazd semnificativ in functie de proteina
reald: s-a demonstrat, de exemplu, cd si proteinele strins legate, cum ar fi FSH si hCG, se comportd
diferit in aceeasi formulare, vezi de exemplu WO 2012/013742)

*» Dacd proteina a fost obtinutd sau nu din naturd, de ex. urina sau produsad recombinant

* Dacd este nevoie de un conservant (unii conservanti isi indeplinesc obiectivul de protectie
impotriva cresterii microbiene, dar afecteaza negativ stabilitatea formuldrii finale. Acest lucru este valabil
pentru toti, m-crezolul, fenolul si alcoolul benzilic (cu sau fira clorurd de benzalconiu), care sunt in
prezent singurii conservanti autorizati pentru utilizare cu gonadotropine; in plus, conservantii pot avea un
efect negativ asupra colordrii, in functie de excipientii suplimentari si de ingredientul activ cuprins in
formulare)

+ Agentul activ de suprafata specific utilizat (acestia pot duce, in unele cazuri, la turbiditate, in
functie din nou de excipientii suplimentari inclusi intr-o respectiva formulare)

» Tamponul specific utilizat (de ex., tamponul de citrat va duce frecvent la durere si iritarea pielii
la injectare)

+ Excipientii specifici folositi pentru stabilizare, care vor stabiliza diferite compozitii in moduri
imprevizibile.

« In functic de excipientul utilizat pentru stabilizare, care va stabiliza diferite compozitii in
moduri imprevizibile.

Astfel, omul de stiintd al formuldrii se confrunta cu un set de probleme multiple pe de o parte si
un set de o multitudine de excipienti posibili pe de altd parte, ducind la o problema complexd pentru
furnizarea unei formuldri cu o bund stabilitate pe de o parte si pe de altd parte, fard colorare sau turbiditate
sau durere la injectie.

Prin urmare, a fost destul de surprinzitor faptul cd formulareca actuald, firi adaugarea de
tampon, a rezolvat aceste probleme particulare, in domeniul pH-ului actual.

In acest sens, ..fird (adiugarea de/suplimentar) tampon ” si ,,nu cuprinde un tampon” este utilizat
sinonim in aceasti aplicatie. Aceasta expresie inseamna cd nu este adjugat / prezent in compozitie nici un
compus suplimentar care ar fi considerat a avea capacitate de tampon. Se spune cid o solutie este
tamponatd daci rezistd schimbadrilor in activitatea unui ion la addugarea de substante care se asteapti sa
modifice activitatea acelui ion. Tampoanele sunt substanfe sau combinatii de substante care conferd
aceastd rezistentd unei solufii. Solutiile tamponate sunt sisteme in care ionul este in echilibru cu substante
capabile si indeparteze sau s elibereze ionul. Se referd la cantitatea de material care poate fi addugati la
sau bazd adiugati (in echivalenfi gram/l) la modificarea unitdtilor de pH. Capacitatea unei solutii
tamponate este ajustatd la conditiile de utilizare, de obicei prin ajustarea concentratiilor de substante
tampon (USP NF). Capacitatea tamponului este exprimati in mod obisnuit ca numarul de echivalenti (Eq)
de acid puternic (de ex., HCI) sau de baza (de ex., NaOH) care determind un litru de solutie in cauza sa
sufere o modificare a pH-ului cu o unitate (de preferinti la o atmosfera si 21°C) (Skoog West si Holler,
Fundamentals of Analytical Chemistry, editia a cincea). Un HCI echivalent este egal cu un mol HCI si un
NaOH echivalent este egal cu un mol NaOH. in prezenta inventie, capacitatea tamponului va fi exprimata
ca numdr de echivalenti (Eq) de acid puternic (de ex., HCI) sau baza (de ex., NaOH) care determind ca un
litru de solutie in cauzi si sufere o schimbare a pH-ului cu o unitate. Astfel, in conformitate cu prezenta
inventie, formularea nu trebuie sd cuprindd un tampon suplimentar, care sd contribuie cu >0,5 mEq/
(litru*pH) (de preferintd la 1 atm, 21°C) in intervalul de pH descris pentru prezentele formuldri din
inventie.

Metoda de determinare si calculare a capacitatii tamponului

Capacitatea tamponului poate fi determinati si calculatd dupd cum urmeaza.

Un volum definit al solutiei de testat este titrat cu acid de ex. HCI sau baza de ex. NaOH.
Concentratii adecvate de acid si baza, de ex. 0,2 N trebuie utilizate pentru a realiza o titrare suficient de
precisi.

Titrarea se realizeaza prin addugarea unor mici alicote de HCI sau NaOH 1la solutia de testare.
Pentru fiecare addugare se documenteazd volumul adaugat si pH-ul corespunzator.

Volumul acumulat de acid si baza este reprezentat grafic fatd de pH-ul masurat, vezi de ex.
Figura 1.
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Se realizeazi o ajustare de regresie pétrati cel putin liniard pentru zona de pH relevanti si R? este
calculat pentru a confirma validitatea liniei fixate.
Capacitatea tamponului exprimatd in mEq/(litru x unitate pH) este calculata prin regresie liniara.

Ecuatia §

‘ ¥
Ymgxdd wrs -

in care:
X
= capacitate tampon [pL 0,2 N HCI/NaOH pentru a deplasa pH 1 pH unit]
Y-b
=1 pH unitafi
a
= panta
si
Eruatis 2
_ F - dind
v PR

In care mEq este miliechivalenti de acid sau bazi este dat din concentratic de ex. 02 N
HCI/NaOH care este egal cu 0,2 echivalenti/l HCI/NaOH care este egaal cu 200 mEq/l HC1/NaOH.
X = capacitatea tamponului [mEq/litruxpH unitati]
Y-b =1 pH unitati
C = Concentratia de acid sau bazd de ex. pentru
mmol w

HCI/NaOH [T = 1

V = Volumul de solutie in cauza

108 factor de corectie de la pl la litru

Exemplu de calcul utilizand Ecuatia 2 $i 1ot C-01gomeniv pH 6,564-6,947, din tabelul 9:

I X280 _
GOGINNT x 41 = 10R0080

Pentru a determina dacd o componentd va contribui cu >0,5 mEq/(litru x unitate pH) la
capacitatea tamponului, capacitatea tamponului este determinatd asa cum este descris mai sus pentru o
solutie cu componenta si pentru aceeasi solutie fard componentd. Diferenta dintre capacitatea determinata
a tamponului pentru cele doud solutii da contribufia componentei date la capacitatea tamponului.

Termenii ,fard (addugarea/o adiugare) un tampon” si ,,nu contine un tampon” inseamnd, de
asemenea, ci prezenta formulare conform inventiei nu cuprinde niciunul dintre urmitoarele tampoane
(care sunt tampoane aprobate de FDA pentru uz parenteral in intervalul de pH 6,0 - 7,5):

Histidina

Fosfat

Citrat

Trometamind (Tris)

Acid hidroxietilpiperazin etan sulfonic (HEPES)

Carbonat

In plus, termenii inseamni, de asemenea, ¢ niciunul dintre tampoanele aprobate de FDA pentru
uz parenteral nu este inclus, in special

Acetat

Acid adipic

Sulfat de amoniu

Succinat

Asparagini

Acid aspartic

Glutamat (acid glutamic)

Glicina

Lactat

Lizina

Maleat (acid maleic)

Fumarat (acid fumaric)

¢

]

by (e x uniftate pH)

¥

Ex
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Malat

Meglumind

Propionat

Alanina

Fenilalanini

Cisteind

Izoleucini

Leucina

Prolina

Serind

Tartrat

Treonind

Triptofan

Tirozind

Valini

Fara adaugarea unui tampon, se presupune de obicei ci pH-ul solutiei finale nu poate fi pastrat
cu usurintd in domeniul dorit (si va fi dificil sd se atingd un pH tintd specific in timpul ajustdrii) (in
prezenta inventie, pH-ul ar trebui sa fie intre 6,0 si 7,5, mai preferat intre 6,5 si 7,4, de preferinta lasau
aproximativ 6,8), dar va fluctua sever.

Este extrem de important si se mentind pH-ul corect pentru un produs farmaceutic. pH-ul
defineste parametri precum stabilitatea, activitatea si durata de valabilitate. Din acest motiv, formularile
farmaceutice sunt de obicei formulate cu un tampon. Este disponibild o varietate de agenti tampon si sunt
selectati pentru a fi eficienti la pH-ul dorit. Tampoane exemplare care sunt utilizate in mod regulat practic
in toate formularile existente de gonadotropind sunt tampon fosfat si tampon citrat. Tamponul trebuie sa
furnizeze formuldrii un pH mentinut in intervalul conditiilor la care formularea ar putea fi expusa in
timpul formuldrii si in special in timpul depozitarii acesteia. Este adesea destul de dificil sd gasesti un
astfel de tampon adecvat, si apoi, in unele cazuri, un tampon eficient oferd formularea cu efecte secundare
nedorite, cum ar fi durere la injectie pentru tampoane de citrat. Toate tampoanele au dezavantajul inerent
de a fi un ingredient suplimentar in formulare care complicd procesul de formulare, prezintd un risc de
afectare ddunitoare a altor ingrediente, stabilitate, termen de valabilitate si acceptabilitate pentru
utilizatorul final.

Inventatorii prezentei, totusi, au furnizat in mod surprinzitor formulari in care nu existd tampon,
in timp ce formuldrile nu suferd de nici o fluctuatie inacceptabild a pH-ului. Formuldrile cuprind arginina
ca un compus stabilizator. Arginina ar avea o capacitate de tampon asteptatd de +/- 1 unitafi de pH in
jurul pKa, care este la 2,17, 1a 12,5 si la 9,04. Astfel, nu a fost asteptata nici o capacitate de tamponare in
intervalul de pH preferat al acestei inventii (de ex., intre 6,0 si 7,5, mai preferat intre 6,5 si 7.4, de
preferint la sau in jurul a 6,8). Cu toate acestea, s-a descoperit surprinzitor ci arginina are o puternica
influenta stabilizatoare asupra pH-ului in formuldrile particulare descrise aici. Nici un astfel de efect al
argininei nu a fost descris nicieri in stadiul tehnicii.

In mod avantajos, furnizarea acestei formuliri firi un tampon asa cum este definit aici
furnizeazi, de asemenea, o formulare cu durere redusd sau lipsitd de durere la injectie si reducere sau
lipsd de iritatie a pielii la injectie. Acest lucru este contrar formuldrilor care de ex. utilizeazd tampon de
citrat care s-a dovedit ca duce la iritarea pielii si durere la injectare.

Arginina din aceastd inventie poate fi arginind sau poate fi arginind HCI sau chiar mai preferata,
L-arginind (HCI). Cantitatea de arginind este, de preferint, in intervalul cuprins intre 50 si 160 mM, mai
preferatd 80 - 160 mM, chiar mai preferatd la aprox. 150 mM.

Dupa cum se poate vedea din exemplele de mai jos, arginina are un efect pronuntat asupra
oxidarii FSH si hCG. Cu toate acestea, inventatorii au prezentat un efect de stabilizare deosebit de ridicat.
In mod surprinzitor, au reusit apoi sa furnizeze o formulare lichidd de gonadotropind care a fost stabila si
a aratat doar o oxidare minima (in niveluri acceptabile, a se vedea sectiunea de exemplu de mai jos), daca
gonadotropina a fost combinata cu o cantitate mare de stabilizare a argininei (de ex., 150 mM).

Acest lucru a fost deosebit de surprinzitor, deoarece efectul a fost obtinut intr-un interval de pH
indepartat de valorile pKa ale argininei, si anume intr-un interval de pH cuprins intre pH 6,0 si 7,5.
Acesta este intervalul de pH preferat pentru prezenta inventie. Intr-un exemplu de realizare preferat in
mod special, pH-ul este in intervalul 6,5 pani la 7,4. Chiar mai preferat este un interval de pH intre 6,5 si
7,2. Cel mai preferat este un pH de 6,8 +/- 0,3.

In mod surprinzitor, intr-un aspect de referinti, o cantitate sciizuti de antioxidant de metionini,
de preferintd L-metionind, a fost capabild sa prevind evenimentele de oxidare nedorite. Aceastd cantitate
scizuti poate fi de pani la 0,05 mg / ml, dar poate ajunge pani la 2,5 mg / ml. In acest aspect de referintd,
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cantitatea de metionini este cuprinsi intre 0,1 si 1,5 mg/ml. Intr-un aspect de referinti suplimentar,
cantitatea de metionini este intre 0,1 si 1 mg/ml. Intr-un aspect de referinti suplimentar, cantitatea de
metionind este cuprinsd intre 0,1 si 0,5 mg/ml. Un aspect de referintd suplimentar are metionina la 0,15
mg/ml. Nu s-ar fi putut prezice deloc ca puterea mare de oxidare a argininei ar fi putut fi contracarati si
depasitd de o cantitate atit de micd de metionind.

Chiar si mai surprinzitor a fost constatarea ca arginina a avut un efect stabilizator mult mai
pronuntat decat alti agenti stabilizatori cunoscuti, de ex. zaharoza, care este un stabilizator adaugat destul
de frecvent si foarte bine stabilit.

Formuldrile pot include purtitori, diluanti, solventi si/sau vehicule farmaceutice apoase si
neapoase adecvate. Exemplele de purtitori, diluanti, solventi sau vehicule farmaceutice apoase si
neapoase adecvate includ apd, etanol, polioli (cum ar fi glicerol, propilenglicol, polictilenglicol si altele
asemenea), carboxi-metilcelulozi si amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri vegetale (precum ulei de
misline) si esteri organici injectabili precum oleat de etil.

Mai preferatd, in special pentru formuldrile multidoz3, in prezenta inventie este addugarea unui
conservant. Foarte preferat acest conservant este fenolul. Intr-o alti varianti preferatd, fenolul este
adiugat la o concentratic de 4.0 pani la 6,0 mg/ml, de preferinti 5,0 mg/ml fenol. In mod surprinzitor,
fenolul este, de asemenea, avantajos in contextul formuldrii specifice prezente, comparativ cu alti
conservanti bine cunoscuti, prin faptul cd nu duce la o colorare si este foarte stabil, chiar si pe o perioadd
prelungitd de timp, in ciuda prezentei acestui conservant, asa cum se aratd in sectiunea de exemple.

Mai preferatd in prezenta inventie este addugarea unui agent activ de suprafata. Foarte preferat
acest agent activ de suprafatd este un polisorbat, chiar mai preferat polisorbat 20. Intr-o alti varianti
preferatd, polisorbatul 20 este addugat la o concentratie de 0,001 - 0,05 mg/ml, de preferintd 0,005 mg/ml
polisorbat 20. In mod avantajos, formularea acestei inventii, compusi cu polisorbat 20, nu duce la
turbiditate si este foarte stabild, chiar si pe o perioada prelungiti de timp, in ciuda prezentei acestui
conservant, asa cum se aratd in sectiunea de exemple.

Compozitiile pot contine, de asemenea, aditivi suplimentari pe langa cei deja enumerati mai sus,
cum ar fi, dar fard a se limita la conservanti (suplimentari), agenti de umectare, agenti de emulsionare si
agenti de dispersare. Agentii antibacterieni si antifungici pot fi inclusi pentru a preveni cresterea
microbilor si includ, de exemplu, parabeni, clorobutanol, fenoli, acid sorbic si altele asemenea. Mai mult,
poate fi de dorit sa se includd agenti de tonicitate. Prezenta formulare inventiva totusi nu cuprinde un
tampon suplimentar.

In unele cazuri, pentru a efectua o actiune prelungiti, este de dorit si se incetineasci absorbtia
gonadotropinei(lor), cum ar fi FSH (si alte ingrediente active, dacd sunt prezente) din injectia subcutanata
sau intramusculard. Acest lucru poate fi realizat prin utilizarea unei suspensii lichide de material cristalin
sau amorf cu solubilitate redusd in apa. Viteza de absorbtie depinde apoi de viteza de dizolvare care, la
randul siu, poate depinde de marimea cristalului si de forma cristalind. Alternativ, absorbtia intarziata a
unei forme combinate de FSH administratd parenteral se realizeazd prin dizolvarca sau suspendarca
combinatiei FSH intr-un vehicul uleios.

Conform prezentei inventii, inventatorii au facut un efort pentru a investiga efectul anumitor
compusi asupra stabilitdtii unei formulari lichide de gonadotropind; aici, s-au investigat efectele de
stabilizatoare si destabilizare ale mai multor compusi. In plus, inventatorii au ciutat si imbunititeasci
formularea rezultatd in ceea ce priveste claritatea, gradul de colorare si durerea la injectie.

Termenul ,,stabilitate” se poate referi la stabilitatea chimicd, care implicd modificarca covalenti
in secventa de aminoacizi, dar in contextul stabilitifii proteinelor se poate referi si la stabilitatea fizica,
care implicdA modificdri ale stirii de pliere a proteinclor (adicd a stdrii native) neincluzind clivajul
legaturii covalente.

In prezenta inventie, termenul "stabilitate" se referi la bio-stabilitatea formulirilor de
gonadotropine, in special FSH si hCG. Instabilitatea fizica a unei formulari proteice poate fi cauzata de
agregarea moleculelor de proteine pentru a forma agregate de ordin superior, de disocierea
heterodimerilor in monomeri sau de orice altd modificare conformationald care reduce cel putin o
activitate biologica, de ex., proteine FSH (si alte ingrediente active, daca sunt prezente) incluse in
prezenta inventie.

O solutie sau formulare "stabild" este una in care gradul de, agregare, disociere, modificare
conformationald, pierderea activitdtii biologice si altele asemenea, a proteinelor din ele este controlat
acceptabil si nu creste inacceptabil in timp. Stabilitatea poate fi evaluatd prin metode binecunoscute in
domeniu, inclusiv misurarea dispersiei luminii unei probe, inspectia vizuala a claritatii si/sau colorarii,
absorbantei sau densitifii optice, determindri ale dimensiunii moleculare (de ex. prin cromatografie de
excludere a marimii sau fractionarea fluxului de cAmp), activitate biologica in vitro sau in vivo si/sau prin
calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC).
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Prezenta formulare este stabila timp de 12 luni in conditii de depozitare, de preferintd 16 luni in
conditii de depozitare, chiar mai preferati timp de 24 de luni, chiar mai preferabil timp de 24 de luni in
conditii de depozitare plus 1 lund ,in utilizare”, adica la temperatura camerei. Stabilitatea la ,,conditii de
depozitare” se referd la depozitarea formulirii intr-un mediu ricit, de ex. la 5°C £ 3°C. "Temperatura
camerei” in contextul prezent se referd la 30°C sau sub 30°C, preferabil 15 - 25°C, preferabil 18 - 25°C,
cel mai preferat 25 + 2°C.

Pentru a determina stabilitatea in contextul prezentei formuldri s-au folosit teste bine (imuno)
cunoscute pentru FSH si hCG, care sunt bine cunoscute de cétre specialistii in domeniu si descrise aici in
consecintd numai in termeni generali dupa cum urmeaza:

RP-HPLC pentru oxidare

Oxidarea proteinelor a fost determinati prin RP-HPLC, prin elutie cu gradient pe o coloana C4 si
detectare UV la 210 nm.

Test de fluorescentid a enzimei legate (ELFA)

Imunoactivitatea FSH si hCG a fost determinatd printr-un imunotest sandwich efectuat folosind
un instrument VIDAS® cu analizor automat (BioMérieux, Franta) cu kituri VIDAS® corespunzitoare
FSH si respectiv hCG.

Cromatografie de excludere a dimensiunii (SEC)

Puritatea rFSH a fost determinatd cu cromatografic de excludere a marimii (SEC) pe o coloani
SEC cu proteine de 3-70 kDa si detectare UV la 210 nm.

Cromatografie de interactiune hidrofoba (HIC)

Puritatea thCG a fost determinati cu cromatografie de interactiune hidrofoba (HIC) prin eluare
in gradient pe o coloand cu grupdri alchil amid3 si detectare UV 1a 220 nm.

Biotestare FSH si LH

Potenta FSH si LH au fost determinate utilizind teste biologice in vivo; Testul Steelman-Pohley
(FSH) si, respectiv, testul de crestere in greutate a veziculelor seminale (LH).

Alte metode pentru evaluarea stabilititii sunt bine cunoscute in domeniu si pot fi, de asemenea,
utilizate in conformitate cu prezenta inventie.

Testele de activitate ale FSH si LH sunt standardizate utilizind Fourth International Standard for
Urinary FSH and Urinary LH, noiembrie 2000, de citre Comitetul de experfi pentru standardizarea
biologicd a Organizatiei Mondiale a Sanatitii (OMS ECBS) si sunt bine cunoscute persoanei calificate in
domeniu.

Se stia cd mai multi conservanti au un efect destabilizator pronuntat asupra formuldrilor de
gonadotropini si s-a constatat surprinzitor cd formularea inventivd descrisd, in special cuprinzind
arginind si metionind, dar nu tampon, a fost deosebit de stabila - chiar si pe o perioadd prelungita de timp
si chiar si in prezenfa fenolului.

Formularea revendicata in prezenta conform revendicarea 1 are un efect stabilizator asupra unei
formuldri lichide de hMG care este intr-o manierd avantajoasa si surprinzitoare chiar mai pronuntatd
decat efectele stabilizatoare ale stabilizatorilor cunoscuti, cum ar fi de ex. zaharoza. Efectul de stabilizare
imbundtatit comparativ cu stabilizatorii cunoscuti precum zaharoza este deosebit de surprinzitor. Mai
mult, destul de neasteptate, efectele stabilizatoare ale combinatiei inventive au fost pronuntate in ciuda
absentei unui tampon.

Din stadiul tehnicii s-a stiut cd existd degradarea FSH in formuldrile farmaceutice de FSH si
acest lucru a fost confirmat de exemplele furnizate in WO 2012/013742. FSH se va degrada atat in functie
de timp, cat si in functie de temperatura.

Se pare cd desfasurarea conformationald a structurilor FSH tertiare si secundare care apar la
incdlzire este o tranzitie in doud stiri (cand agregarea proteinelor este limitatd). Aceastd desfasurare poate
fi independentd de disocierea subunitdtii (modificari ale structurii cuaternare).

Mai mult, a devenit clar in stadiul tehnicii cd FSH, continAnd un conservant precum alcoolul
benzilic sau fenolul, unde acesti conservanti sunt necesari, de exemplu ca agenfi antimicrobieni in
formularile lichide de FSH, afecteazi in mod clar stabilitatea formularilor multidozei de FSH intr-un mod
negativ. Aici, stabilitatea pe termen lung a FSH este scidzutd, temperatura de denaturare a FSH este mai
micd si formele deja denaturate au un nivel mai scizut de structuri secundare decat formuldrile de FSH
care nu contin conservanti.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la o metodd de stabilizare a unei formulari lichide de
gonadotropini in care metoda cuprinde ctapa de addugare a argininei si metioninei la formularea
mentionatd, care nu cuprinde un tampon.
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Figura 1: Curba de titrare. Panta curbelor aratd capacitatea tamponului, de ex. o pantd abrupti
descric o capacitate a tamponului redusa.

Figura 2: Optimizator de rispuns pe baza rezultatelor la 25°C. Liniile verticale arati nivelul de
L-arginind si L-metionind si rispunsurile in imunotestul FSH si hCG ca Y (in Ul/ml). R%ucq: 92,15% si
RZFsHI 67,31%.

Toate studiile au fost confirmate de datele efectuate suplimentar in timp real.

EXEMPLE

Exemplul 1

1 Context si introducere

Mai nulte produse medicamentoase diferite care confin hormoni gonadotropinici derivati din
urina femeilor aflate in postmenopauzi sau gravide sunt utilizate in tratamentul infertilitdtii, cum ar fi
preparatele hMG (gonadotropind umanid la menopauzd). hMG posedd activitate de hormon
foliculostimulant (FSH) si hormon luteinizant (LH) intr-un raport de unu la unu.

FSH, LH si gonadotropina corionicd umana (hCG) apartin familiei gonadotropinelor de hormoni
glicoproteici complecsi. Sunt heterodimeri compusi dintr-o subunitate o- si . Subunitatea o de 92
aminoacizi este comund pentru aceste trei gonadotropine, subunititile 3 sunt unice, oferindu-le
caracteristicile lor biologice diferite (Wolfenson C. si colab. 2005, Batch-to-batch consistency of human-
derived gonadotropin preparations compared with recombinant preparations. BioMedicind reproductiva.
Vol 10 Nr. 4:442-454; Shen, S. T., Cheng, Y. S., Shen, T. Y., si Yu, J. Y. 2006, Molecular cloning of
follicle-stimulating hormone (FSH)-beta subunit cDNA from duck pituitary. Gen. Comp Endocrinol.
148:388-394; Fox, K. M., Dias, J. A., si Van, R. P. 2001, Three-dimensional structure of human follicle-
stimulating hormone. Mol. Endocrinol. 15:378-389; Burova, T., Lecompte, F., Galet, C., Monsallier, F.,
Delpech, S., Haertle, T., si Combarnous, Y. 2001, Conformational stability and in vitro bioactivity of
porcine luteinizing hormone. Mol. Cell Endocrinol. 176:129-134. Hormonii glicoproteici isi pierd toti
bioactivitatea la disocierea subunititilor legate necovalent (Alevizaki, M. and Huhtaniemi, 1. 2002,
Structure-function relationships of glycoprotein hormones; lessons from mutations and polymorphisms of
the thyrotrophin and gonadotropin subunit genes. Hormones. (Athens.) 1:224-232).

LH si hCG se leagd de acelasi receptor si, prin urmare, ambii poseda activitate LH. In hMG
activitatea LH provine in principal din hCG

Scopul prezentei inventii este de a dezvolta o formulare de gonadotropina ca formulare lichida,
pentru injectie subcutanatd. Pentru injectia multidoza, este de obicei necesard addugarea unui conservant
(Meyer, B. K., Ni, A., Hu, B. si Shi, L. 2007, Antimicrobial preservative use in parenteral products: past
and present. J. Pharm. Sci. 96:3155-3167; Chang, B. S. si Hershenson, S. Practical Approaches to Protein
Formulation Development. In Rational Design of Stable Protein Formulations. Editori J. F. Carpenter si
M. C. Manning. 2002, Plenum Publ., New York. 1-25; Pharmaceutical Formulation Development of
Peptides and Proteins. 2000, CRC Press, Boca Raton).

Ca in general, structura nativd (bioactivd) a proteinclor este foarte sensibild la mediul
inconjurdtor, de ex. compozitia formuldrii, containerul/sistemele de inchidere, pH-ul si temperatura, fiind
o faptd dificild identificarea unei formuldri lichide adecvate pentru gonadotropine, au fost selectati diferiti
excipienti. In lucrarea de fati, capacitatea tamponului si stabilitatea in timp real a diferitelor formuliri
hMG sunt investigate folosind un imunotest de FSH, un imunotest de hCG, un biotest, RP-HPLC pentru
determinarea proteinelor oxidate, titrare si pH asa cum este descris mai jos in detaliu.

2 Produs de studiat

2.1 Materiale

2.1.1 Substanta medicamentoasi (DS)

Substanta medicamentoasd hMG-HP (DS) a fost fabricata de Institute Massone S.A. Argentina.
hMG-HP DS este primit sub formi de pulbere de citre Ferring Pharmaceuticals A/S, Copenhaga,
Danemarca.

Determinarea activitdtii biologice a FSH si LH in substanfa medicamentoasi a fost efectuatd in
conformitate cu versiunca actuald a Farmacopeei Britanice (BP). De asemenea, este posibil, dacd se
doreste, sd se efectueze aceasta determinare in conformitate cu versiunea USP 35. Bioactivitatea FSH: LH
in hMG este 1: 1 si, prin urmare, bioactivitatea medie determinati a FSH si LH este utilizatd pentru
compunerea in produsul medicamentos. Prin urmare, atunci cind concentratia de hMG este data de ex.
625 Ul/ml este egal cu o bioactivitate de 625 Ul/ml FSH si 625 Ul/ml LH.

2.1.2 Excipienti

O listd a excipientilor utilizati in aceasti lucrare este descrisa in Tabelul 1.
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Denumire Calitate Fabricant
Pelete de hidroxid de sodiu Ph Eur, BP, JP, NF Merck
Acid clorhidric, fumans 37% Ph Eur, BP, JP, NF Merck
Acid citric monohidrat Ph Eur, BP, JPE, USP Merck
Acid orto-fosforic 85% Ph Eur, BP, JPE, NF Merck
Citrat de tri-sodiu dihidrat Ph Eur, BP, JPE, USP Merck
Hidrogen fosfat di-sodic|Ph Eur, BP, JPE, USP Merck
dodecahidrat
L-histidinad EMPROVE® exp Ph Eur, USP Merck
L-metionina USP, multicompendial J.T. Baker
L-arginind Ph Eur, USP Merck
L-arginind monoclorhidrat Grad Farma, EP, JP, USP Sigma-Aldrich
Sucroza EMPROVE® exp Ph. Eur, BP, JPE, NF Merck
D-(+)-trehaloza dehidratati >99%, cGMP Sigma-Aldrich
Manitol EMPROVE® Ph Eur, BP, USP, JPE Merck
Lactoza monohidrat Ph Eur, BP, NF, JP Merck
Glicina EMPROVE® Ph.Eur., BP, JPE, USP Merck
Clorura de sodiu EMPROVE, Ph.Eur., BP, USP Merck
Polisorbat 20 Ph.Eur, NF, JPE J1.T. Baker
Poloxamer 188 Adecvat pentru bio. Pharm. Production,|Merck
Ph.Eur., NF
Fenol Ph.Eur, JP,USP Merck
Meta-crezol Ph. Eur. / USP grad parenteral Hedinger
Apa Milli-Q - Millipore

2.1.3 Sistem de inchidere a containerului

Pentru studiile de stabilitate, principalele materiale de ambalare au fost flacoane de sticla cu
dopuri de cauciuc si capace din aluminiu / plastic sau cartuse de sticla cu piston de cauciuc si capace de
sertizare.

3 Procedura de fabricare

3.1 Compoundare

Toate formulari sunt manufacturate la scald de laborator.

Pentru compunerea solutiei de produs medicamentos (DP), solutiile stoc ale fiecarui excipient si
substantd medicamentoasi (DS) sunt amestecate secvential. Inainte de a adiuga hMG si diluarea finali la
volum, pH-ul fiecirei formuldri este ajustat, atunci cind este necesar. Solutiile stoc ale tuturor
excipientilor si hMG sunt preparate in apa Milli-Q.

3.2 Filtrare sterili si incarcare aseptica

Formuldrile pentru stabilitate sunt filtrate steril cu filtru Millipore PVDF 0,22 pm. Filtrarea
sterild se efectueazi intr-un banc LAF folosind materiale autoclavizate.

Umplerea se efectueazd dupd filtrare. Recipientele sunt umplute cu solutie de probad. Toate
flacoanele si cartusele sunt umplute in conditii aseptice, intr-un banc LAF si imediat inchise cu dopuri de
cauciuc sau capace de sertizare. In afara bancului LAF, flacoanele umplute sunt sigilate cu capace din
aluminiu.

4 Conditii de stocare

4.1 Conditii de stocare

Recipientele care confin formuliri de produse medicamentoase sunt depozitate in conditii
accelerate timp de pand la 3 luni la 30 + 2°C/65 + 5% RH si/sau pentru pand la minimum 6 luni la 25 +
2°C/60 + 5% RH. La fiecare temperaturd de depozitare, recipientele sunt depozitate in pozitii verticale.
Cartusele sunt stocate orizontal. Toate recipientele sunt protejate de lumina.

5 Metode analitice

Metodele analitice utilizate in studii sunt descrise mai jos.
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5.1 Procedura de titrare

Conform USP-NF asa cum s-a descris anterior, se spune ci o solutie este tamponatd daca rezista
schimbdrilor in activitatea unui ion la addugarea de substante care se asteapti sid modifice activitatea
acelui ion. Tampoanele sunt substante sau combinatii de substante care conferd aceastd rezistentd unei
solutii. Solutiile tamponate sunt sisteme in care ionul este in echilibru cu substanfe capabile sa
indeparteze sau si elibereze ionul. Capacitatea tamponului se referd la cantitatea de material care poate fi
dintre acid sau bazi adiugati (in echivalenti gram/l) la modificarea unitafilor de pH. Capacitatea unei
solufii tamponate este ajustatd la condifiile de utilizare, de obicei prin ajustarea concentratiilor de
substante tampon. Capacitatea tamponului este exprimatd in mod obisnuit ca numarul de echivalenti (Eq)
de acid sau bazd puternica care determind un litru de solutie in cauzi si sufere o modificare a unitdtii de
pH, dand unitatea mEq/(litru x pH) care a fost utilizatd pentru determinarea capacititii tamponului din
prezenta inventie. Aceasta inseamnd cd capacitatea tamponului este definiti ca numirul de moli
(echivalenti) de H*/OH necesar pentru a modifica pH-ul unei solutii tampon de un litru cu o unitate.

Capacitatea tamponului a fost determinata folosind o formulare placebo (placebo se referd aici la
pentru a titra pH-ul in sus sau in jos. pH-ul a fost masurat dupa fiecare addugare de 0,2 N NaOH/HCI si s-
a documentat volumul de 0,2 N NaOH/HCI. Cantitatea de NaOH 0,2 N/HCI a fost reprezentati grafic ca
valori X si pH ca valori Y. Regresia liniard montatd a fost efectuatd in jurul valorii de pH 6,8 pentru hMG
placebo (pH {intd) si in jurul valorii de pH 6,5 pentru placebo de referintd (pH fintd). Capacitatea
tamponului poate fi calculatd ca ul HCI 0,2 N/NaOH pentru a muta pH-ul cu 0,01 unitate de pH/1 DP si ca
miliechivalenti (mEq) acid sau baza/(litru > unitate de pH), asa cum este descris mai sus in definitie.

5.2 Imunoteste FSH si hCG

Imunotestele FSH si hCG s-au determinat prin sandwich ELFA.

5.3 Proteine oxidate

Oxidarea proteinelor s-a determinat prin RP-HPLC.

pH 54

pH-ul s-a mdsurat in conformitate cu Ph. Eur.

6 Rezultate

Rezultatele studiilor de stabilitate, evaluarea agentului tampon intr-un studiu de capacitate a
tamponului, precum si rezultatele stabilititii din studiul Design of Experiment (DoE) sunt prezentate mai
JOs.

Tabelul 2 Compozitia formulirilor lichide hMG (600 UI / ml)

Lot Tampon Surfactant Conservant Sta!m.l izator/ Agent
nr. tonicitate
10 mM fosfat! pH[0,005 mg/ml|3,0 mg/ml M- .
E-01 6.8 polisorbat 20 crezol 41,3 mg/ml manitol
10 mM fosfat! pH|0,005 mg/ml|3,0 mg/ml M- <
E-02 6.8 polisorbat 20 crezol 85,9 mg/ml trehalozd
1 -
E-03 10 mM fosfat’ pH|0,1 mg/ml poloxamer|3,0 mg/ml M 74,3 mg/ml sucroz
6.8 188 crezol
10 mM fosfat! pH|0,1 mg/ml poloxamer|[3,0 mg/ml M- o
E-04 6.8 188 crezol 18.8 mg/ml glicini
10 mM fosfat! pH[0,005 mg/ml y
E-05 6.8 polisorbat 20 5,0 mg/ml fenol 67,7 mg/ml sucroza
10 mM fosfat! pH|0,005 mg/ml
E-06 6.8 polisorbat 20 5,0 mg/ml fenol 6,8 mg/ml NaCl
1
E-07 é% mM fosfat” pH (1)’818 mg/ml poloxamer|s o/t fenol  [37,6 mg/ml manitol
10 mM citrat?> pH|0,005 mg/ml|3,0 mg/ml M- <
E-08 6.8 polisorbat 20 crezol 71,1 mg/ml sucroz
E-09 10 mM citrat?> pH[0,005 mg/ml{3,0 mg/ml M-[29,3 mg/ml L-arginina
6.8 polisorbat 20 crezol HCl
- i
E-10 10 mM citrat* pH|0,1 mg/ml poloxamer|3,0 mg/ml M 39,5 mg/ml manitol
6.8 188 crezol
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Lot Tampon Surfactant Conservant Sta!m.l izator/ Agent
nr. tonicitate
10 mM citrat?> pH[0,005 mg/ml y
E-11 6.8 polisorbat 20 5,0 mg/ml fenol 74,7 mg/ml trehaloza
a2
E-12 é% mM citrat” pH (1)’818 mg/ml poloxamer|s o o/t fenol  [64.5 mg/ml sucroz
a2
E-13 é% mM citrat” pH (1)’818 mg/ml poloxamer|s , o/t fenol 6,5 mg/ml NaCl
10 mM 2 histidini|0,005 mg/ml[3,0 mg/ml M- <
E-14 pH 6.8 polisorbat 20 crezol 77,5 mg/ml sucroz
10 mM 2 histidind|0,1 mg/ml poloxamer(3,0 mg/ml M- _
E-15 pH 6.8 188 crezol 19,6 mg/ml glicina
110 mM hidrogen fosfat di-sodic dodecahidrat, pH ajustat cu acid fosforic
210 mM citrat tri-sodic dihidrat, pH ajustat cu acid citric

6.1 Stabilitatea formularii de hMG lichide/3 luni

Moleculele proteice pot fi stabilizate prin addugarea de excipienti la solutie, de ex. siruri,
carbohidrati sau aminoacizi, dar gradul de stabilizare la addugarca diferifilor carbohidrafi, sdruri si
aminoacizi variazd masiv intre diferite formuldri. Aici, studiile inifiale de stabilitate au fost efectuate
pentru a selecta diferiti stabilizatori in combinatie cu conservanti si tampoane intr-o formulare lichida de
hMG. in mod surprinzitor, rezultatele arati un efect stabilizator superior al L-argininei, asa cum se arati
in Tabelele 3 si 6 pentru imunotestul hCG si in Tabelele 4 si 7 pentru imunotestul FSH.

Formularea E-09 prezintd o stabilitate superioard comparativ cu toate celelalte formulari.
Formularea E-09 este singura formulare care contine L-arginind (vezi Tabelul 2). Formularea K-01, K-03
si K-04, precum si K-09 prezintd stabilitate superioard comparativ cu toate celelalte formuldri (vezi
Tabelul 6). Aceste formulari confin din nou L-arginina (vezi Tabelul 5). In Tabelul 4, formularea E-09
exceleazi cu cea mai buni stabilitate in comparatie cu toate celelalte formuldri, de asemenea, pentru
imunotestarea FSH si Tabelul 7 confirma faptul cd formularea K-09 aratd cel mai mare rezultat imunotest

al FSH comparativ cu toate celelalte formulari.

Bounatestarve hOG tinyg de 1 lund de stoesre la 30 £ 290085 £ 8% HRL

Tabelul Formuisrea E-0F previnta stabilitate supericard oonparatiy on toate
celelalte fovmulisd. Formulares E-09 contine L-avrgining, verd Tabelul 2.
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Isunotestares FSH &uga 3 luni de stocare: Ia 30 £ G685 £ 8% HR,
Forwnlares E-09 prezindd stabdlitate superioari comparaiiy cu tonte

eelelalie formnlir. Formulases FOY9 contine L-argining, vezi Tabelul 2.

ERF 1O diw imitisl}

MO IS 8% HRL

Formulave

'\'\‘”\

S

-

HER

N

XD

&N

{Formulinde E08 E-18 g1 E-15 axcluse din testare datontd cobordr)

6.2 Stabilitatea formulirii de hMG lichide/3 luni
Din screeningul initial au fost selectate formuliri suplimentare cu arginina.

5
Tabelul 5 Studiu de stabilitate a compozitiei pentru hMG lichid 600 Ul/ml - Prezentare
generald a formulirilor
10

Lot Tampon Surfactant Conservant Antioxidant Stablhzat(.)r./
nr. Agent tonicitate
K- 10 mM (0,005 mg/mlf3,0 mg/ml M-|1,5 mg/ml L-[28,0 mg/ml L-
01! |citrat® pH 6,8 [polisorbat 20 crezol metionini arginini HCI

1 mM fosfat*[0,005  mg/ml|3,0 mg/ml M-[1,0 mg/ml L-|[21.0 mg/ml lactozi
K-02 ) LS

pH 6,8 polisorbat 20 crezol metionind 7.0 mg/ml NaCl

10 mM|0,1 mg/ml 1,5 mg/ml L-|253 mg/ml L-
K-03 citrat’ pH 6,8 [poloxamer 188 5.0 mg/ml fenol metionini arginind HC1

10— My 005 mgmif3.0 mgml M-|1,5 mg/ml L-[293 mgml L-
K-04 |fosfat pH| 7. LS T

6.8 polisorbat 20 crezol metionind arginind HC1
K- |10 mM|0,1 mg/ml 1,0 mg/ml L- «
05% |citrat® pH 6,8 |poloxamer 188 5.0 mg/ml fenol metionini 67,4 mg/ml sucrozi

10 mM|0,1 mg/ml|3,0 mg/ml M-|1,0 mg/ml L- «
K-06 citrat’ pH 6,8 [poloxamer 188 [crezol metionina 74,6 mg/ml sucrozi
K- |10 mM|0,1 mg/ml|3,0 mg/ml M-|1,0 mg/ml L- .
07* |citrat® pH 6,8 |poloxamer 188 |crezol metionini 38,3 mg/ml manitol

10 mM|0,1 mg/ml 1,0 mg/ml L- .
K-08 citrat’ pH 6,8 [poloxamer 188 5,0 mg/ml fenol metionind 34,7 mg/ml manitol
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Lot Tampon Surfactant Conservant Antioxidant Stablhzat(.)r./
nr. Agent tonicitate
200 mg/ml L-
K- |10 mM|0,1 mg/ml|3,0 mg/ml M-|1,5 mg/ml L- arginina HCI
09% |citrat® pH 6,8 [poloxamer 188 |crezol metionini -
22,1 mg/ml sucrozd

! La fel ca formularea E-09 in tabelul 2

2 La fel ca formularea E-12 in tabelul 2

3 La fel ca formularea E-10 in tabelul 2

410 mM hidrogen fosfat di-sodic dodecahidrat, pH ajustat cu acid fosforic
510 mM citrat tri-sodic dihidrat, pH ajustat cu acid citric

¢ Taria este 530 Ul/ml

Imunotestave b in tinp de 3 Juni de stocare In 258 2060 ¢ 5% BHR
Formulirile K-8, K03, B84 51 B-09 prezintd stabilitate superioard epmparativon

Tabelnd & yiote celelalte formubivi. Formulirile K01, K-03, K04 5i K-09 contin L-avgining,
vezi Tabelul 5
BECE 1% of hithal] IS ICIRE & 5 B

e Tuiiat § 01 Tuns * Terni 3 Yumi

e e XN
- . L.
«x\f\?««(&\xx ‘f\}'“\\““““ SRR &'\\'\“\\ \“\\x\\ R
Y 1LY & 5%

RN

KRy L X 53
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Foarte clar, formuldrile care contin L-arginind sunt mult mai stabile decat cele care contin diferi{i
agenti de stabilizare. Comparati de ex. formularea K-02 si K-03 dupa trei luni.
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Iwunsiestares FSH tdmp de 3 luni de stocare 1325 2 P80 258 HR
Formulares K-09 aratd un vezaltat 3l imunotesimlnl FSH mad mare comparstiy
cu toate celelslie forwalivi.

Formulares K-0% contine L-proining, vezi Tabelul 5
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Rezultatele pentru hCG sunt confirmate si pentru FSH - comparate de ex. formularea K-02 si K-
03 dupa trei luni.

6.3 Studiul capacititii tamponului

Agenti tampon de ex. fosfatul de sodiu si citratul de sodiu sunt tampoane tolerate fiziologic si se
adaugd destul de frecvent pentru a mentine pH-ul intr-un interval dorit. Citratul tri-sodic dihidrat si
hidrogen fosfat di-sodic dodecahidrat sunt evaluati ca agenti tampon prin intermediul capacititii tampon.
Capacitatea tamponului este calculati ca cantitatea de acid sau bazd necesard pentru a muta pH-ul cu o
etapd predefinitd, adica cantitatea de ul HCI 0,2 N/NaOH necesard pentru a muta pH-ul cu 1 unitate de
pH /1 DP calculata ca acid mEq sau baza/(litru x unitate pH) asa cum s-a explicat mai sus.

3T

.

10

Tabelul 8 Studiul capacitiitii compozitiei de tampon - Prezentiri generale
Stabilizator/Agent

tonicitate

Lot

Antioxidant
nr.

Tampon Surfactant Conservant

Fara tampon|0,005 L-

C-01

pH 6,8

mg/ml
Polisorbat 20

5,0 mg/ml Fenol

1,5 mg/ml
metionina

120 mM L-arginind
HCI*

C-02

5 mM citrat!
pH 6,8

0,005 mg/ml
Polisorbat 20

5,0 mg/ml fenol

1,5 mg/ml
metionina

L-

120 mM L-arginind
HCI*

C-03

10
citrat!
6,8

mM
pH

0,005 mg/ml
polisorbat 20

5,0 mg/ml fenol

1,5 mg/ml
metionini

L-

120 mM L-arginind
HCI*

C-
043

1 mM ?

fosfat pH 6,5

0,005 mg/ml
polisorbat 20

5,0 mg/ml fenol

1,0 mg/ml
metionina

L-

31,76 mg/ml Na>SO4
x 10 HO (14 mg/ml
sulfat de sodiu)

1 citrat de tri-sodiu dihidrat

2 0,8 mM Na,HPQO, x

12 H,O si aprox. 0,2 mM H3PO, pana la pH 6,5

3 Referinti placebo
4 Egal la 25,3 mg/ml L-arginind HC1

Rezultatul titririi efectuate pentru a determina capacitatea tamponului este prezentat in Figura 1.
Panta curbelor arati capacitatea tamponului, de ex. o pantd abruptd reprezintd o capacitate tampon redusa.
Din Figura 1 se poate observa cd lotul C-04 (formulare de referintd) are cea mai micd capacitate tampon.
In zona de pH relevantd 6,8 + 0,3 pentru hMG, toate formulirile hMG C-01 (fard tampon), C-02 (5 mM

15
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citrat de sodiu dihidrat) si C-03 (10 mM citrat tri-sodic dihidrat) au tampon similar si o capacitate tampon
mai mare decat formularea de referinta confinand 1 mM hidrogen fosfat di-sodic dodecahidrat. pH-ul {inta
pentru formularea de referintd este de 6,5. Formularea C-01, C-02 si -03 sunt comparate cu referinta
despre care se stie ca are un pH stabil. Numeroase studii de stabilitate ale formuldrii de referintd C-04 au
fost efectuate fird nicio derivare observatd a pH-ului.

Urmatorul Tabel 9 prezinta rezultatele studiului capacitatii tamponului:

Tabelul 9 Studiul capacititii tamponului. in zona de pH relevant al formulirii 6,8 pentru
hMG, toate formuliirile hMG au o capacitate a tamponului mai mare decit formularea placebo de
referinti.

Lot Tampon Capacitatea domeniul a (panta) [Capacitate
tamponului  in|pH-ului tampon
jurul unui pH exprimati ca:
tinta mEq acid sau
baza / (litru X
unitate pH)
C-01 Fara tampon 6,8 6,564 - 6,947 [0,00150 (1,32
7).
C-01 Fara tampon 7,0 6,786 - 7,193 [0,00082 (2,44
2).
C-02 5 mM citrat tri-[6,8 6,599 - 6,951 [0,00067 (2,96
sodic dihidrat 2).
C-03 10 mM citrat tri-|6,8 6,572 - 6,946 [0,00075 (2,66
sodic dihidrat 0).
C-04 1 mM Hidrogen|6,5 6,199 - 6,752 (0,00270 (0,74
(referintd)  |fosfat di-sodic 0).
dodecahidrat
C-04 1 mM Hidrogen|6,8 6,582 - 6,982 [0,00209 (0,96
(referintd)  |fosfat di-sodic 1).
dodecahidrat
(C-01 si C-04 sunt mentionate de doud ori, deoarece capacitatea tamponului a fost calculatd in
intervale de pH in jurul a doud valori de pH diferite, respectiv)

In mod surprinzitor, capacitatea tamponului formulirii hMG fara tampon (C-01) este mai mare
decat formularea de referintd C-04. Componenta principald a excipientului in formularea hMG este L-
arginina la o concentratic de 120 mM. Valorile pKa pentru L-arginind sunt pKa; = 2,17; pKax = 9,04 si
pKaz = 12,5 (Handbook of Pharmaceutical Excipients. 2015, Pharmaceutical Press, Londra). Este foarte
neasteptat ci arginina prezintd un comportament de tamponare suficient de departe de valorile pKa.

6.4 Studii de oxidare

Dupa 3 luni de depozitare la 30 = 2°C/65 + 5% HR, formularea E-09 confinind L-arginind (vezi
Tabelul 5) a crescut nivelul proteinelor oxidate cu 241% din valoarea inifiala (vezi tabelul 10 de mai jos ).
Aceasta este o cantitate foarte mare si existd cazuri in care cantitdti atit de mari de oxidare nu sunt de
dorit.

Prin urmare, au fost efectuate studii suplimentare pentru a cerceta daci aceasti problema ar putea
fi depasita.

Existd mai multe optiuni de antioxidanti care pot fi utilizati in formularile de proteine. Metionina
poate fi addugatd pentru a preveni oxidarea, printr-un mecanism propus de concurentd cu oxidarea
reziduurilor de metionind din proteine. Rezultatul addugirii metioninei la o formulare care confine
arginind este prezentat in Tabelul 10. Formularea K-01, K-03, K-04 si K-09 contine arginind si metionind,
iar nivelul proteinelor oxidate este redus in mod clar si avantajos. Formularea K-01 (cu metionind) este
aceeasi formulare ca formularea E-09 (fard metionind). Comparind aceste doud loturi, se poate observa cd
nivelul proteinelor oxidate este redus enorm de metionind.
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Proteine oxidate in 0% crescute de Ia sfocaves indtiall tmp de 3 lund In 30 £ 270768 £ 5% HR
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In concluzie, aceste dou studii demonstreazi un efect extraordinar de stabilizant al argininei si
un efect anti-oxidant chiar si al unor cantititi mici de metionin intr-o formulare de gonadotropine.
6.5 Studiu de stabilitate DoE
5 Combinand rezultatele studiilor de mai sus si ale studiului capacititii tamponului, s-a efectuat un
studiu DoE pentru a investiga interactiunile dintre arginini si metionind si pentru a determina
concentratiile optime ale acestor doi excipienti.

Tabelul 11 Compozitii pentru studiu de stabilitate DoE pentru hMG lichid 600 Ul/ml -
10 Prezentare generald a formulirilor

Lot (Tampon? Surfactant Conservant Antioxidant Stabilizator/agent

nr. de izotonicitate

D-01|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |1,5 mg/ml L-[80 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl

D-02|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |1,5 mg/ml L-{160 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl

D-03|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |0,8 mg/ml L-{120 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl

D-04|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |0,8 mg/ml L-{120 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl-

D-05|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |0,1 mg/ml L-{160 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl

D-06|Fard tampon|0,005 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |0,1 mg/ml L-[80 mM L-arginind
pH 6,8 polisorbat 20 metionind HCl

D- [Fara tampon|0,1 mg/ml|5,0 mg/ml fenol |1,5 mg/L-]120 mM L-arginind

07° |pH 6,8 poloxamer 188 metionini HCl1

D- |10 mM citrat!|0,1 mg/ml{5,0 mg/ml fenol |1,5 mg/L-{120 mM L-arginini
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Lot |Tampon? Surfactant Conservant Antioxidant Stabilizator/agent
nr. de izotonicitate
08 |pH 6,8 poloxamer 188 metionini HCl

! Citrat tri-sodic dehidrat 2 pH este ajustat cu 0,2 N HCI/NaOH pentru formuliri fird tampon gi
0,2 N NaOH/0,5 M

3 Acid citric monohidrat pentru formulare cu tampon citrat tri-sodic dihidrat Incluse ca
formuldri de referinta

6.5.1 Imunotestare FSH

5% RH sunt listate in Tabelul 12.

Tabelul 12 Rezultate ale imunotestului FSH in timpul depozitarii la 25 + 2°C/60 + 5% HR.
Descrierea completi a tuturor formulirilor este listati in Tabelul 11.

FSH [Ul/ml] 25°C£2°C/60 £ 5% RH

Formulare Initial 1 Iunl 2 luni 3 luni
D-01 516 501 468 462
D-02 521 492 503 478
D-03 511 503 513 474
D-04 515 505 490 477
D-05 532 521 513 473
D-06 518 488 458 493
D-07 518 528 482 490
D-08 514 499 472 481

Calculul statistic a fost efectuat pentru activitatea FSH [UIl/ml] pentru a evalua influenta si
mteracfiunea argininei i -metioninei. Rezultatul evaludrii statistice confirmd cd L-arginina are o influen{

statisticd semnificativa intre arginind si metionind pentru acest parametru de raspuns.
6.5.2 Imunotestare hCG

5% HR sunt listate in Tabelul 13.

Tabelul 13 Rezultate ale imunotestului hCG in timpul depozitarii la 25 £ 2°C/60 + 5% HR.
Descrierea completa a tuturor formulirilor este listatd in Tabelul 11.

hCG [Ul/ml] 25°C+2°C/60 £ 5% RH

Formulare Initial 1 lunl 2 luni 3 luni
D-01 83 82 75 56
D-02 87 83 93 76
D-03 93 93 88 70
D-04 86 91 87 70
D-05 90 98 92 85
D-06 87 85 72 61
D-07 93 92 88 71
D-08 91 96 94 81

Calculul statistic a fost efectuat pentru activitatea hCG [UI/ml] pentru a evalua influenta si
mnteracfiunea argininei si metioninei. Rezultatul evaludrii statistice confirma faptul cd arginina are o
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concentrafie scdzutd (0,1 mg/ml) de metionind nu mai este detectabild nici o crestere a stabilititii prin
cresterea concentrafiei chiar si pand la 1,5 mg/ml. Nu existd nici o interactiune statisticd semnificativa
intre arginind si metionind pentru acest parametru de raspuns.

6.5.3 Proteine oxidate
In studiile de stabilitate de mai sus s-a observat in mod surprinzitor ci prezenta argininei are un efect
extraordinar ca stabilizator. Cu toate acestea, addugarea de arginind a dus la un nivel crescut de proteine
oxidate. Metionina poate fi adiugatd pentru a preveni aceastd oxidare si acest studiu investigheazd
echilibrul concentratiei dintre arginind ca stabilizator si metionind ca antioxidant.
Rezultatele stabilitdtii cantitatii de proteine oxidate [crestere % fatd de initial] in timpul depozitdrii timp
de 6 luni la 25 + 2°C/60 = 5% HR si 3 luni la 30 = 2°C/65 £ 5% HR pentru formuliri cu arginini si
metionind (in domeniul concentratiei 0,1-1,5 mg/ml) sunt enumerate mai jos. Pentru comparatie,
formularea E-09 cu arginind si fard metionind este, de asemenea, inclusa in Tabelul 14 Tabel.

Tabelul 14 Rezultate ale proteinelor oxidate in timpul depozitirii la 25 £+ 2°C/60 = 5% HR si 30
2°C/65 + 5% HR. Descrierea completi a tuturor formulirilor este dati in Tabelul 11.

Proteine oxidate [% de crestere de 1a[30°C+ 2°C/65 £5% RH [25°C+ 2°C/60 £ 5% RH
initial]

Formulare 1lunl |2luni |3luni |1lunl |2luni |3 luni |6 luni
D-01 5.5 4,1 8.3 10,1 |41 9,6 6,9
D-02 9.9 8.5 10,3 11,7 11,7 6,6 8.5
D-03 10,9 10,0 11,4 123 13,3 11,8 [12.8
D-04 8.9 8.4 8,9 8.9 11,2 19,8 8.9
D-05 12,9 13,8 13,8 133 20,5 11,0 [152
D-06 7,0 9.8 11,6 10,7 179 9.3 11,2
D-07 14,0 10,1 11,1 145 13,5 150 [10.1
D-08 7,6 9,5 7,6 133 190 11,8 |76
E-09 (fard L-metionind) - - 241 - - - -

Din Tabelul 14 Tabelul se observa in mod surprinzitor cd chiar si cantitdfi mici de metionina
sunt suficiente pentru a preveni oxidarea in intreaga gama de concentratii de arginind.

6.5.4 Sumarul DoE

Pentru a incheia si a rezuma rezultatele DoE, a fost aplicat optimizatorul de rdspuns in Minitab,
vezi Figura 2. Instrumentul Minitab Response Optimizer aratd cat de diferite sunt setirile factorilor
experimentali, de ex. concentratiile de arginini si metionind afecteazd rispunsurile prevazute, de ex.
imunotestare FSH [Ul/ml] si imunotestare hCG [Ul/ml] pentru proiectarca factoriald. Graficul de
optimizare aratd efectul fiecarui factor (coloane) asupra raspunsurilor (rAndurilor). Liniile verticale aldine
de pe grafic reprezintd setirile curente ale factorului. Numerele afisate in partea de sus a unei coloane
aratd setdrile curente ale nivelului factorului (intre paranteze pitrate). Liniile punctate orizontale si
numerele corespunzitoare reprezintd raspunsurile pentru nivelul factorului curent. Optimizatorul de
raspuns se¢ va baza pe rezultate de la 25°C. Rezultatul aplicarii optimizatorului de rdspuns este prezentat
in Figura 2. Cea mai buni stabilitate (dezirabilitatea compozitului) se obfine la concentratii mari de
arginind si concentratii scazute de metionind.

6.6 Studiul de pH

In studiul de capacitate a tamponului s-a aritat c¢i un agent tampon nu era necesar in formularea
hMG, utilizand numai arginini pentru a stabiliza pH-ul in intervalul de pH dorit.

Pentru a confirma cad pH-ul este mentinut in timpul depozitarii, acesta a fost masurat pe parcursul
a 6 luni de depozitare la 25 + 2°C/60 = 5% HR si 3 luni la 30 + 2°C/65 + 5% HR. Rezultatele sunt listate
in Tabelul 15.

pH-ul tintd pentru toate formuldrile a fost pH 6,8 si pH-ul tuturor formularilor a fost 6,8 la
momentul initial. pH-ul a fost destul de stabil, dar a crescut usor la aproximativ 6,9 dupd 2 luni si a
mentinut un pH in jurul a 6,9 de pand la 6 luni de depozitare. Rezultatele de pani la 6 luni de depozitare
confirmi stabilitatea pH-ului in domeniul de concentratie testat de arginina.
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Tabelul 15 Rezultatele studiului pH-ului

pH 30°C+2°C/65 +5% RH 25°C+2°C/60 = 5% RH
Formulare Initial |2 lunl 3 luni 2 luni 3 luni 6 luni
D-01 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9
D-02 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-03 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-04 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-05 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-06 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-07 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-08 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9

7 Concluzii

Foarte surprinzitor, capacitatea tamponului formuldrii hMG fard tampon este mai mare decat cea
de referintd cu 1 mM hidrogen fosfat di-sodic dodecahidrat. Componenta principald a excipientului in
formularea hMG este arginina. Valorile pKa pentru arginind sunt pKa; = 2,17; pKa, = 9,04 si pKaz =
12,5. Este neasteptat ca arginina s prezinte un comportament de tamponare suficient de departe de
valorile sale pKa. Rezultatele aratd insd in mod clar ci nu este nevoie de agent tampon suplimentar in
formularea hMG in domeniul curent de pH. Arginina singurd este suficientd pentru a mentine pH-ul in
intervalul de pH dorit. Stabilitatea pH-ului a fost confirmata in studiul DoE care a testat un interval de
concentratie de arginind pe parcursul a 6 luni de depozitare la 25 + 2°C/60 + 5% HR si 3 luni de
depozitare la 30 + 2°C/65 £+ 5% HR care a confirmat observatiile din studiul capacititii tamponului.

S-a demonstrat ca addugarea de arginind la formularea lichidd hMG inventivd are un efect
extraordinar de stabilizant asupra formulirilor lichide hMG. Cu toate acestea, s-a constatat ci arginina
duce la un nivel ridicat de proteine oxidate. S-a demonstrat ci addugarea de metionini previne oxidarea in
comparatie cu o formulare fird metionind.

Pe parcursul a 6 luni de depozitare la 25 + 2°C/60 + 5% HR si 3 luni de depozitare la 30 +
2°C/65 + 5% HR, s-a demonstrat ca chiar si o concentratie micd de metionind previne oxidarea.

Concluzionand rezultatele acestor studii, se vede clar ci addugarca de arginind este suficientd
pentru a mentine pH-ul la nivelul dorit de pH. Adadugarea de arginind stabilizeazd formularea
extraordinard de gonadotropind testatd intr-o formulare lichida. Niciun alt aminoacid testat, zaharid sau
sare nu a prezentat un efect de stabilizare similar. Nivelul proteinelor oxidate este crescut semnificativ
prin addugarea de arginind, totusi addugarea unor cantititi chiar mici de metionind previne oxidarea
proteinelor. In mod surprinzitor, chiar si cantititi mici de metionini sunt suficiente pentru a preveni
oxidarea independent de concentratia de arginin.

Exemplul 2

Inventatorii prezenti au confirmat in continuare cd prezenta formulare avantajoasa inventiva ar fi,
de asemenea, adecvatid pentru stabilizarea respectivei formuléri recombinante de gonadotropina.

In acest scop, FSH recombinant si hCG recombinant (cu secventele descrise mai sus, respectiv)
au fost preparate in conformitate cu metode bine cunoscute.

A fost efectuat un studiu de stabilitate acceleratd pentru doud formuldri, cuprinzand rhCG sau,
respectiv, tFSH, asa cum este descris mai jos.

Efectul stabilizator surprinzitor observat al argininei a fost confirmat si in proteinele
recombinante. Ambele rFSH si thCG au fost formulate in 5 mg / ml fenol, 0,15 mg/ml L-metioning, 150
mM arginind HCI, 0,005 mg/ml polisorbat 20, pH 6.,8. Pentru a simplifica analiza stabilitatii proteinelor,
rFSH si thCG au fost formulate in recipiente diferite.

Tabelul 16:
Imunoactivitate (UI/ml]
Initial 1 lund, 30°C |2 luni, 30°C |4 luni, 30°C |16 luni, 5°C
FSH [33,3 ng/ml] [464 444 456 469 435
rthCG [50 pg/ml] 711 680 656 600 685

[SEC (Puritatea rFSH, %)
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Imunoactivitate (UI/ml]
Initial 1 lund, 30°C |2 luni, 30°C |4 luni, 30°C |16 luni, 5°C
Initial 1 lund, 30°C |2 luni, 30°C |4 luni, 30°C |16 luni, 5°C
FSH [33,3 ng/ml] [98,9 98,6). 98,3 97,9 96,9
HIC (Puritatea rhCG, %)
Initial |1 lund, 30°C 2 luni, 30°C 4 Tuni,30°C 14 Iuni, 5°C
rthCG [50 pg/ml] 98,8 (96,8 93,3 89,4 99,9

Acest lucru confirmd pe deplin cd prezenta inventie cu formulare cu arginind, dar fard tampon
suplimentar si cu o cantitate micd de metionind, este adecvatd si pentru gonadotropinele recombinante

5 stabilizate.

Tabelul 17 Compozitia formulirii lichide hMG 625 Ul/ml
Lot [Tampon! Surfactant Conservant Antioxidant Stabilizator/
nr. Agent tonicitate
J-01 [Fara tampon|0,005 mg/ml|(5,0 mg/ml Fenol [0,15 mg/ml L-|150 mM L-
pH 6,8 Polisorbat 20 Metionind arginind HCl
! pH este ajustat cu 0,2 N HCI/NaOH
10
Stabilitatea formularii tinta
Combinand toate rezultatele anterioare, stabilitatea buni a fost confirmatd pentru formularea de
mai sus, dupd cum urmeaza:
15 Tabelul 18 imunotestare FSH
Rezultatele stabilititii imunotestului FSH in timpul depozitdrii timp de 3 luni la 25 + 2°C/60 +
5% umiditate relativd (HR) si 12 luni la 5 £ 3°C:
Rezultatele imunotestului FSH in timpul depozitirii la 25 £ 2°C/60 = 5% HR si 12 luni la 5
+3°C.
FSH [% din initial] 25°C+2°C/60 £ 5% RH 5°C+ 3°C
Formulare Initial 1 luna 2 luni 3 luni 3 luni 12 luni
J-01 100 95,2 95,9 98,8 96,8 100,5
Rezultatele confirma stabilitatea determinata prin imunotestare FSH.
Tabelul 19 imunotestare hCG
Rezultatele stabilitatii imunotestului hCG in timpul depozitirii timp de 1 lund la 25 + 2°C/60 +
5% HR sunt listate in Tabelul 19 si 12 Iuni la 5 + 3°C:
Rezultatele imunotestului hCG in timpul depozitirii la 25 = 2°C/60 = 5% HR si 12 luni la
5+3°C.
hCG [% din initial] 25°C£2°C/60 £ 5% RH 5°C+ 3°C
Formulare Initial 1 luna 3 luni 12 luni
J-01 100 88,3 94,1 89,5
Rezultatele confirma stabilitatea determinata prin imunotestare hCG.
20

Exemplul 3
Au fost efectuate studii suplimentare, in care a fost evaluatd urmitoarea compozitie:

Tabelul 20 Proteine oxidate

Rezultatele stabilitatii cantitdtii de proteine oxidate [crestere % fatd de inifial] in timpul

depozitdrii timp de 3 luni la 25 + 2°C/60 + 5% RH si 12 luni la 5 + 3°C.
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Rezultatele proteinelor oxidate in timpul depozitirii la 25 £ 2°C/60 = 5% HR si 12 luni la

5+3°C.

Proteine oxidate [% de crestere de 1a[25°C+2°C/60 £5% RH  [5°C+ 3°C

initial]

Formulare 1lund 2luni [3luni  |3luni |12 luni

J-01 1.8 5,7 7.9 2,6 11
pH

Rezultatele stabilititii de pH in timpul depozitirii timp de 3 Iuni la 25 + 2°C/60 + 5% HR si 12

luni la 5 + 3°C prezent la pH stabil.

Tabelul 21 Rezultatele pH-ului in timpul depozitirii la 25 + 2°C/60 = 5% HR si 12 luni la 5

+3°C.
pH 25°C+2°C/60 £ 5% RH 5°C+ 3°C
Formulare Initial 1 luni 2 luni 3 luni 3 luni 12 luni
J-01 6,9 6,7 6,8 6,7 6,7 6,8

Exemplul 4

In plus fatd de cele de mai sus, inventatorii prezentei au efectuat, de asemenea, un studiu de bio-
testare (stocare de 6 luni la 25°C pentru loturile DoE).

Test biologic FSH (Steelman-Pohley)

5% HR sunt listate in Tabelul 22.

Tabelul 22 Rezultatele biotestului FSH in timpul depozitirii la 25 + 2°C/60 £+ 5% HR.
Descrierea completa a tuturor formulirilor este dati in Tabelul 11.

FSH [% din potenta declarata (600 UL/ml)] 25°C+ 2°C/60 = 5% RH
Formulare 6 luni

D-01 98,8

D-02 100,7

D-03 102,0

D-04 104,7

D-05 103,4

D-06 101,0

D-07 102,6

D-08 104,9

Rezultatele confirma stabilitatea determinata prin biotestare FSH.
Bio-test LH (cresterea in greutate seminali)
Rezultatele stabilititii biotestului LH in timpul depozitarii timp de 6 luni la 25 + 2°C/60 + 5%
HR sunt listate in Tabelul 23.

Tabelul 23 Rezultatele biotestului LH in timpul depozitirii la 25 + 2°C/60 = 5% HR.
Descrierea completa a tuturor formulirilor este dati in Tabelul 11.

LH [% din potenta declarati (600 UL/ml)] 25°C+2°C/60 £ 5% RH
Formulare 6 luni

D-01 87,8

D-02 101,3

D-03 90,9

D-04 95,6

D-05 97,5
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LH [% din potenta declarata (600 Ul/ml)] 25°C+2°C/60 £ 5% RH
Formulare 6 luni
D-06 95,0
D-07 97,3
D-08 100,1

Rezultatele confirma stabilitatea determinata prin biotestare LH.

Mai mult, compozitia din Exemplul 3 a fost testata si intr-un biotest FSH si LH, cu urmitoarele
rezultate:

Rezultatele stabilitatii biotestului FSH in timpul depozitarii timp de 3 luni la 25 £2°C/ 60 £ 5%
HR si 12 luni la 5 + 3°C sunt listate in Tabelul 24:

Tabelul 24: Rezultatele biotestului FSH in timpul depozitirii la 25 + 2°C/60 = 5% HR si 12
luni la 5 + 3°C.

FSH [% din potenta declarata (625 UI/ml)] |25°C*2°C/60 £5% RH  |5°C= 3°C
Formulare Initial 1lund (2luni (3luni |3 luni |12 luni
J-01 94,7 93,6 94,5 97,6 95,8 96,1

Rezultatele confirmai stabilitatea determinata prin biotestare FSH.
Rezultatele stabilititii biotestului LH in timpul depozitirii timp de 3 luni la 25 + 2°C/60 + 5%
RH si 12 luni la 5 + 3°C sunt listate in Tabelul 25.

Tabelul 25 Rezultatele biotestului LH in timpul depozitirii la 25 = 2°C/60 + 5% HR si 12
luni la 5 + 3°C.

LH [% din potenta declarata (625 Ul/ml)] [25°C+2°C/60 £ 5% RH 5°C+3°C
Formulare Initial 1lund |2luni (3luni (3 luni (12 luni
J-01 102,1 102,2 99,0 100,0  [101,5 |100,0

Rezultatele confirma stabilitatea determinata prin biotestare LH.

8 Abrevieri si definitii

BP Farmacopeea Britanica
DoE Proiect de experiment
DS Substantd medicamentoasi

FSH Hormon de stimulare a foliculului
hCG Gonadotropind corionicd umani
hMG  Gonadotropina menopauzald umana

hMG-HP Human menopausal gonadotropin-inalt purificatd
JP Farmacopeea Japoneza
LH Hormon luteinizant

MD Doza multipla

NF Formularul national

Ph Eur Farmacopeea Europeana
PS 20  Polisorbat 20

USP Farmacopeea Americani
WFI  Apa pentru injectie
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(57) Revendiciri:

1. Formulare farmaceuticad lichidd de gonadotropind, cuprinzind o gonadotropind, si arginini
intr-o cantitate de la 50 la 160 mM, in care formularea nu confine un tampon suplimentar si in care pH-ul
formuldrii este cuprins intre 6,0 si 7,5.

2. Formulare farmaceuticd conform revendicdrii 1, in care gonadotropina cuprinde hCG
(gonadotropind corionicd umand) si optional FSH si/sau LH.

3. Formulare farmaceuticd conform revendicarii 1 sau 2, in care gonadotropina cuprinde hMG
(gonadotropind menopauzald umani).

4. Formulare farmaceuticd conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 3, in care
gonadotropina cuprinde origine umand a FSH, LH si/sau hCG derivate din urina.

5. Formulare farmaceuticd conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 3, in care
gonadotropina cuprinde FSH recombinant, LH si/sau hCG.

6. Formulare farmaceutici conform oricdreia dintre revendicdrile precedente, care cuprinde
suplimentar un conservant, de preferintd fenol.

7. Formulare farmaceutici conform oricireia dintre revendicdrile precedente, care cuprinde
suplimentar un agent activ de suprafati, de preferintd un polisorbat, chiar mai preferabil polisorbat 20.

8. Formulare farmaceutica conform revendicirii 6 sau 7, in care conservantul, preferabil fenolul,
este cuprins intr-o cantitate de 4 - 6 mg/ml, de preferin{a intr-o cantitate de 5 mg/ml.

9. Formulare farmaceuticd conform revendicarii 7 sau 8, in care agentul activ de suprafatd, de
preferintd polisorbatul 20, este cuprins intr-o cantitate de 0,001 - 0,05 mg/ml, de preferintd intr-o cantitate
de 0,005 mg / ml.

10. Formulare farmaceuticd conform oricéreia dintre revendicdrile precedente, in care arginina
este preferabil L-arginind HCI.

11. Formulare farmaceuticd conform oricireia dintre revendicirile precedente, in care hMG este
cuprins intr-o cantitate de 300 - 900, preferabil 500 - 700, IU/ml.

12. O formulare farmaceutica lichidd, asa cum este descrisd in oricare dintre revendicarile
precedente, pentru utilizare intr-o metoda de tratament a infertilitatii.

13. Formulare farmaceuticd pentru utilizarea din revendicarea 12, in care tratamentul este un
tratament de inductiec a ovulatiei (OI), tehnici de reproducere asistatd (ART) si/sau hipogonadism
hipogonadotrofic la barbati.

14. Metodd pentru stabilizarea unei formuldri farmaceutice lichide, cuprinzand hMG, care
cuprinde etapa de

- Furnizarea unui esantion de urind de la o femeie umani,

- Extragerea hMG din esantion,

- Compunerea extractului mentionat cu arginind si metionind, in cantitdfi definite in oricare
dintre revendicarile precedente,

- Optional addugind suplimentar fenol si polisorbat in cantititi definite in oricare dintre
revendicdrile precedente,

- Reglarea pH-ului formularii intre 6,0 si 7,5,

- in care nu se¢ adaugd tampon suplimentar.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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