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FORMULACION ESTABLE DE MIA/CD-RAP

Breve Descripcidn de la Invencidn

La presente invencidén se relaciona con formulaciones
acuosas estables que comprenden al menos 5mg/mL de CD-RAP
y un aminoacido cargado, los aminodcidos preferentemente
tienen una carga neta en un pH entre aproximadamente 6 y
8. Los ingredientes de la formulacién preferentemente
proporcionan la estabilidad sobre ciclos repetidos de
congelamiento-deshielo. En un aspecto preferido, la
formulacidén debe usarlo en la terapia, preferentemente
para usarlo en el tratamiento contra trastornos
inflamatorios, preferentemente ostecartritis. Mas aun, un
kit que comprende la formulacién de la invencién se
proporciona.

Las proteinas se wusan  en una amplia gama de
solicitudes en los campos de productos farmacéuticos,
productos veterinarios, cosméticos y otros productos de
consumo, alimentos, suministros, diagndstico, quimica
industrial y descontaminacién. A veces, tales usos han
sido limitados ©por coacciones inherentes en propias
proteinas o impusieron por el ambiente o medios donde
éstos se usan. Tales coacciones pueden dar como resultado
la baja estabilidad de las proteinas, la variabilidad de
desempefio o alto costo. Debido al advenimiento de
biotecnologia es posible producir una amplia variedad de
proteinas para solicitudes terapéuticas. Después de su
produccién, los productos farmacéuticos protéicos por lo
general se almacenan antes de su uso. Debido a que las
proteinas son generalmente mds espaciosas y mas complejo
que productos farmacéuticos "tradicionales", la

formulacidén y el procesamiento de productos farmacéuticos



10

15

20

25

30

protéicos que son adecuados para el almacenamiento pueden
desafiar particularmente. Para revisiones de formulacidn
farmacéutica protéica y disefio de proceso, ver Carpenter
et al. (1997), Pharm. Res. 14: 969-975; Wang (2000), Int.
J. Pharmaceutics 203: 1 -60; y Tang and Pikal (2004),
Pharm. Res. 21: 191-200.

Varios factores pueden considerarse en el disefio de
formulaciones y procesos para la produccidén farmacéutica
protéica. De la preocupacidn primaria es la estabilidad de
la proteina a través de algunas o tcdas etapas de
elaboracién, embarque y manejo de etapas, gque pueden

incluir la preparacién de la composicidn, congelaciédn,

secado, almacenamiento, embarque, reconstituciédn,
congelar/descongelarse ciclos, y post - almacenamiento de
la reconstitucidn por el usuario final. Otras

consideraciones potenciales incluyen la facilidad y 1la
economia de elaboracidn, manejo y distribucidn;
composicidén del producto final para administracidén del
paciente; vy facilidad de wuso por el usuario final,
incluyendo solubilidad de la formulacién liofilizada
mediante reconstitucidn.

Las formulaciones ligquidas pueden satisfacer ciertos
objetivos. Las posibles ventajas de formulaciones liquidas
incluyen la facilidad y 1la ecqnomia de la elaboracién vy
conveniencia para el usuario final. Con frecuencia, cuando
almacenado para polipéptidos de largos periodos son
inestables en la solucidén (Manning et al (1989), Pham.
Res. 6: 903-918). En consecuencia, las etapas de
procesamiento adicionales se han desarrollado para
permiten para una vida en anaquel mds larga que incluye el
secado, e. g., liofilizaciédn. Las formulaciones

liofilizadas también pueden proporcionar ciertas ventajas.
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El potencial se beneficia de la liofilizacidédn incluyen la
estabilidad protéica mejorada asi como la facilidad y la
economia de embarque y almacenamiento. Sin embargo, las
composiciones farmacéuticas liofilizadas pueden ser menos
convenientes para el usuario final.

Ademés de la opcidén de la forma béasica de la
composicidén (p.ej, liofilizado, liquido, congelado, etc.),
la optimizacién de una formulacidn proteinica por lo comun
implica variar los componentes de la formulacidén y sus
respectivas concentraciones para maximizar la estabilidad
protéica. Una variedad de factores puede afectar la
estabilidad protéica, incluyendo 1la fuerza idnica, PpH,
temperatura, congelar/descongelarse ciclos, fuerzas de
corte, congelacidén, secado, agitacidén y reconstitucidén. La
inestabilidad protéica puede ser causada por la
degradacién fisica (p.e]j, desnaturalizacidn, agregacidn o
precipitacién) o degradacién quimica (p.ej, deamidaciédn,
oxidacidén o hidrdlisis). La optimizacidén de componentes de
la formulacién vy las concentraciones estdn Unicamente
basadas en estudios empiricos y/o enfoques racionales al
vencimiento de fuéntes de inestabilidad.

A veces, en el almacenamiento a largo plazo de
composiciones farmacéuticas que contienen polipéptidos,
incluyendo formulaciones acuosas y liofilizadas, los
polipéptidos activos pueden perderse debido a agregacidn
y/o degradacién.

En consecuencia, las préacticas comunes para mejorar
la estabilidad polipeptidica pueden encargarse al variar
la concentracién de elementos con la formulacidén, o
agregando excipientes para modificar la formulacidén (los
Estados Unidos patentan Nuam. 5,580, 856 y 6,171,586 vy

nimero de la solicitud de la Patente de E.U. Us
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2003/0202972, US 2003/0180287). US 5,580,856 es una
solicitud del prototipo de la cual los agentes podrian
agregarse para estabilizar una proteina secada durante o
después de la nueva hidratacién como polimeros naturales,
surfactantes, polisacéridos sulfatados, proteinas 3%
amortiguadores. Sin embargo, aparte de muchas opciones, la
patente de E.U. 5,580,856 no muestra qué estabilizador de
la nueva hidratacién deberia agregarse para cual proteina.
En consecuencia, mientras el lector experto se elabora
consciente de esto muchas opciones, él o ella tendrian que
averiguar para su/su proteina las mejores condiciones
entre muchas opciones descritas por US 5,580,856. La
solicitud de la patente de E.U. 2003/0202972 describe una
formulacién liofilizada estable de un antianticuerpo her2,
donde el estabilizador es el azucar, trehalosa o un
amortiguador. AuUn, mientras estos estabilizadores pueden
ser Utiles para un  anticuerpo, éstos no pueden
extrapolarse a otras proteinas. La solicitud de la patente
de E.U. 2003/0180287 es similar a US 2003/0202972 en que
también describe una solucidén estable de una proteina
parecida a una inmunoglobulina, es decir, una proteina que
contiene un dominio Fc. El estabilizador puede ser el
fosfato de sodio, fosfato de potasio, el sodio o el
citrato del potasio, el &cido maléico, acetato de amonio,
el tris-amortiguador, acetato, diethaolamine, histidina,
la lisina o la cisteina. Entre estos estabilizadores
quimicamente distintos que podrian seleccionarse por el
lector experto, 1la lisina resultd ser adecuada. Sin
embargo, similar- con US 2003/0202972, el estabilizador
especifico es simplemente adecuado para una proteina
especifica, aqui un dominio Fc que contiene la proteina, y

no puede en si extrapolarse a otra proteina. En



10

15

20

25

30

consecuencia, el uso de aditivos no puede extrapolarse de
una proteina especifica a otra proteina no relacionada. En
efecto, el uso de aditivos - al mejorar el almacenamiento
- todavia puede dar como resultado polipéptidos inactivos.
Ademés, en caso de la liofilizacién, la etapa de la nueva
hidratacidén puede introducir condiciones gque dan como
resultado 1la inactivacién del polipéptido por, por
ejemplo, agregacién o desnaturalizacién (Hora et al.
(1992), Pharm. Res., 9: 33-36; Liu et al. (1991),
Biotechnol. Bioeng., 37: 177-184). De hecho, la agregacién
de polipéptidos es indeseable ya que puede dar como
resultado inmunogenicidad (Cleland et al. (1993), Crit.
Rev Sistemas del Portador del Farmaco Terapéuticos, 10:
307-377; y Robbins et al. (1987), Diabetes, 36: 838-845).
El mantenimiento de la actividad bioldégica durante el
desarrollo y la elaboracién de productos farmacéuticos
depende de la estabilidad inherente de la macromolécula,
asli como los métodos de estabilizacién empleados. Un
intervalo de métodos de estabilizacién protéicos existe;
incluir adicién de "estabilizadores" quimicos a la
solucidén acuosa o suspensiédn de proteina. Por ejemplo,
Estados Unidos patentan 4,297,344 describe la
estabilizacién de factores de la coagulacién II y VIII,
antitrombina III y plasmindégeno contra calor aminodcidos
agregando seleccionados. Los 4,783,441 evidentes de los
Estados Unidos describen un método para estabilizar
proteinas sustancias agregando tensoactivas. Los 4,812,557
evidentes de los Estados Unidos describen un método para
estabilizar la interleucina 2 al usar la albumina sérica
humana. Congele/descongélese métodos donde la preparacién
se mezcla con un crioprotector y almacenado en muy bajas

temperaturas es otra opcidén de estabilizar una proteina.
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Sin embargo, no todas las proteinas sobrevivirdn un ciclo
congelar/descongelar. Almacenamiento en camaras
frigorificas con el aditivo del crioprotector, normalmente
el glicerol es una opcidén adicional. El almacenamiento en
la forma de cristal, como se describe en 5,098,893
evidentes de los Estados Unidos también podria elaborarse.
En este caso, las proteinas se disuelven en sustancias
hidrosolubles o hidricas y con capacidad de hinchamiento
que estén en el estado amorfo o vitreo. El método més de
uso comun para la estabilizacién de proteinas es la
liofilizacién o la liofilizacién. Siempre que la
estabilidad protéica suficiente no pueda lograrse en la
solucién acuosa, la liofilizacidén proporciona la
alternativa més viable. Una desventaja de la liofilizacién
es que requiere el procesamiento sofisticado, lleva mucho
tiempo y costoso. Ademds, si 1la liofilizacién no es
llevada a cabo cuidadosamente, la mayor ©parte de
preparaciones son al menos parcialmente desnaturalizadas
por la congelacién y etapas de la deshidratacién del
método. El resultado es 1la agregacién con frecuencia
irreversible de una porcién de moléculas protéicas,
haciendo una formulaciédn inaceptable para la
administracidén parenteral.

Generalmente hablado, la degradacién de proteinas ha
sido el pocillo descrito en la literatura, pero no se han
descrito el almacenamiento y la solubilidad, en
particular, de CD-RAP/MIA (adicionalmente referido como
CD-RAP). 'EL CD-RAP Es una proteina pequefia, soluble
secretada de células del melanoma de neoplasia maligna y
de condrocitos. Pruebas recientes han identificado al CD-
RAP como el prototipo de una pequefia familia de proteinas

extracelulares que adoptan vez parecida a un dominio SH3.
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Se cree que la interaccién entre CD-RAP y epitopos
especificos en proteinas de la matriz extracelulares
regula la unidén de células tumorales y condrocitos (Moser
et al. {(2002), Célula de Mol Biol. 5:1438-45). Mientras
tanto, las proteinas RELACIONADAS CON CD CON RAP se
conocen de US 2002/0103360 y WO 2004/015078. Sin embargo,
ambas solicitudes son silenciosas sobre formulaciones
estables de las proteinas RELACIONADAS CON CD CON RAP,

Hasta ahora, una formulacidén basada en el liposoma de
CD-RAP se conoce de WO 2008/040556. Especificamente, una
composicién farmacéutica secada que comprgnde las
vesiculas multilaminares espaciosas que contienen al CD-
RAP después de la reconstitucién se describe, por lo cual
la proteina CD-RAP se encapsula y/o se entrampa en
liposomas para la administracién de CD-RAP prolongada tal
que puede permanecer durante un periodo de tiempo méas
largo con el sitio deseado de la accién.

Una funcién de CD-RAP es que actua como un factor
quimiotéctico sobre células pluripotenciales
mesenquimatosas. Mientras, el CD-RAP no es capaz de
inducir la diferenciacién de murino o células
pluripotenciales mesenquimatosas humanas (HMSC), influye
en la accidén de proteina morfogenética ésea (BMP)-2 vy
factor de crecimiento transformante (TGF) - la beta 3
durante la diferenciacién de la <célula pluripotencial
mesengquimatosa, apoyandd el fenotipo chondrogenic al
inhibir la diferenciacidén osteogénica. Adicionalmente, el
CD-RAP lentifica la expresidén génica de osteopontin y la
osteocalcina en BMP-2 tratd cultivos de HMSC que inhiben
el potencial osteogénico de BMP-2. En caso de condrocitos
primarios humanos el CD-RAP estimula la deposicidén de la

matriz extracelular, aumentando el contenido
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glycosaminoglycan. Por lo tanto, se piensa.a ese CD-RAP es
un regulador importante durante diferenciacidn
chondrogenic y mantenimiento del cartilago. En
consecuencia, se cree que el CD-RAP es un candidato
prometedor por la reparacidén del cartilago. Se desearia
por lo tanto para tener formulaciones farmacéuticas
disponibles que comprenden al CD-RAP en una
suficientemente elevada cantidad que es estable durante un
periodo de tiempo prolongado durante el almacenamiento. De
hecho, las formulaciones estables con elevadas
concentraciones de CD-RAP permitirian inyecciones del
volumen 1inferiores para pacientes, que reduce efectos
secundarios dolor similar debido a la inyeccidén del alto
volumen y permite naturalmente el aumento de cada dosis.

Ademds, mientras se conoce en la técnica que las
opciones multiples de agentes estabilizadores protéicos
asi como agentes que permiten elevada concentracién de una
proteina al mantenerse la cuadra estdn disponibles, hasta
ahora invencidén, no se reconoce en la técnica gque una
formulacién que comprende una proteina CD-RAP en elevadas
concentraciones podria ser inestable y asi requerir 1la
mejora.

Por 1lo tanto, el problema técnico de la presente
invencidén es cumplir con. las necesidades descritas
anteriormente.

La presente invencidn se encarga a estas necesidades
y asi proporciona como una solucidén del problema técnico
las modalidades acerca de formulaciones asi como métodos y

usos que aplican estas formulaciones en el tratamiento de

- pacientes padeciendo de enfermedades que se beneficiarian

de 1la administracién de CD-RAP. Estas modalidades se

caracterizan y descrito aqui, ilustrado en los Ejemplos vy
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reflejado en las reivindicaciones.

Debe observarse que como se utiliza aqui, las formas
singulares “a”, un, y el, incluyen referencias plurales a
menos que el contexto claramente indique otra cosa. Asi,
por ejemplo, la referencia a “un anticuerpo” incluye uno o
mds de tales diferentes anticuerpos y la referencia “al
método” incluye la referencia a etapas equivalentes vy
métodos conocidos a aquellos de la habilidad comun en la
técnica que podria modificarse o sustituido para 1los
métodos descritos aqui.

Todas las publicaciones y las patentes citadas en
esta descripcidén se incorporan por referencia en su
totalidad. Al grado el material incorporado por referencia
contradice o es inconsistente con esta especificacién, 1la
especificacién reemplazard cualquier tal material.

Al menos que se indique otra cosa, debe entenderse
que el término "al menos" que precede a una serie de
elementos se refiere a cada elemento en la serie. Los
expertos en la técnica reconocerdn o serdn capaces no de
averiguar usar mas que experimentacidén rutinaria, muchos
equivalentes con las modalidades especificas de la
invencién descrita aqui. Tales equivalentes pretenden ser
abarcados por la presente invencién.

Durante todo esta especificacidn y las
reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto
requiera otra cosa, la palabra "comprenden", y variaciones
tal como “que comprenden” y “que comprende”, se entenderd
implicar la inclusién de un nUmero entero indicado o etapa
0 grupo de numeros enteros o etapas, pero no la exclusidn
de cualquier otro numero entero o etapa o grupo de nlmero
entero o etapa. Cuando usado aqui el término “qué

comprender” puede ser sustituido con el término

W\
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"contencidén" o a veces cuando usado aqui con el término
"que tener".

Cuando usado aqui “que comprende" excluye cualquier
elemento, etapa o© ingrediente no especificado en el
elemento de la reivindicacidén. Cuando usado aqui, "que
comprende esencialmente en" no excluye materiales o etapas
gue no afectan materialmente las caracteristicas alcalinas
y novedosas de la reivindicacién. En cada caso aqui
cualquier de los términos "que comprender", "que comprende
esencialmente en” y "que comprende" puede ser sustituido
con cualquiera de los otros dos términos.

Como se utiliza aqui, el término conjuntivo "y/o"
entre maltiples elementos mencionados se entiende como
abarcando tanto opciones individuales como combinadas. Por
ejemplo, donde dos elementos se conjuntan por "y/o", una
primera opcidén se refiere a la aplicabilidad del primer
elemento sin el segundo. Una segunda opcidén se refiere a
la aplicabilidad del segundo elemento sin el primer. Una
tercera opcidén se refiere a la aplicabilidad de 1los
primeros y segundos elementos conjuntamente. Se entiende
que cualquiera de estas opciones se incluye dentro el
significado, y por lo tanto satisface el requerimiento del
término "y/o" como se utiliza aqui. La aplicabilidad
concomitante de mads de una de las opciones también es
entendida incluirse dentro el significado, y por lo tanto
satisfacer el requerimiento del término "y/o" como se
utiliza aqui.

Varios documentos se citan durante todo el texto de
esta especificacidédn. Cada uno de los documentos citados
aqui (incluyendo todas las patentes, solicitudes de
patente, publicaciones cientificas, las especificaciones

del fabricante, instrucciones, etc.), o supra o infra, se
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incorpora aqui como referencia en su totalidad. Nada aqui
debe interpretarse como una admisién que la invencidén no
tiene derecho a antedatar tal descripcién en virtud de la
invencidén previa.

Los inventores de la presente con el objetivo de
proporcionar una formulacidén que tienen una elevada
cantidad de CD-RAP a fin de permitir el volumen inferior
cuando se inyecta en pacientes que lo necesita para
reducir efectos secundarios el dolor similar debido a la
inyeccién del alto volumen reconocid que una proteina CD-
RAP puede ser inestable en elevadas concentraciones vy
también puede ser inestable sobre un periodo prolongado de
almacenamiento.

Ese que es tan, los inventores de la presente han
observado la cierta inestabilidad de proteinas de CD-RAP
durante sus estudios con el objetivo de proporcionar una
formulacién muy concentrada, estable y, asi, han apuntado
al mejoramiento de esta observacién indeseada. En
consecuencia, éstos apuntados a CD-RAP que se concentra al
mantenerlo en solucién, es decir, en una etapa disuelta.
En hacer tan, éstos tienen opciones maltiples y
alternativas disponibles, sin, sin embargo, cualquier
indicacién que cualquier de ellos seria adecuado para
solucionar el problema objetivo.

“La etapa disuelta” significa que la proteina CD-
RAP, preferentemente en una concentracidén de al menos
5mg/mL de CD-RAP, estd en la solucién, es decir, (dis)
solucionado y/o dispersado directamente en la solucidn
acuosa (es decir, en la fase acuosa) de la formulacién.
Preferentemente, la proteina CD-RAP es homogéneamente
(diS) solucionada y/o dispersada. Homogéneamente significa

que la cantidad de la proteina CD-RAP que es (dis)



10

15

20

25

30

12

solucionado y/o dispersado en la formulacién acuosa
estable casi regularmente, preferentemente regularmente,
se distribuye en la formulacidén acuosa de modo que la
concentracién (“c”) de la cantidad de la proteina CD-RAP
(“n” en caso de la masa molar o “m” en caso de la masa)
sea casi idéntica, preferentemente idéntica en (o durante
todo) el tomo ("v") de la solucidén acuosa, es decir, c=n/v
o) c=n/v, respectivamente, es casi constante,
preferentemente constante. Preferentemente no hay ningun
gradiente de concentracién dentro de la formulaciédn.

En consecuencia, la formulacidén acuosa estable de la
presente invencidn que comprende una proteina CD-RAP puede
preferentemente considerarse como una solucidén acuosa,
donde un CD-RAP directamente se disuelve y/o se dispersa
en esa parte.

Mas preferentemente, la formulacidén acuosa estable de
la presente invencién puede considerarse como un acuoso al
menos 5mg/mL de la proteina CD-RAP y un aminodcido
cargado. Esto significa que la formulacién se basa en una
solucién acuosa, donde al menos 5mg/mL de la proteina CD-
RAP se disuelve y/o dispersado conjuntamente con al menos
el aminoacido cargado.

Alternativamente, la formulacidén acuosa estable de la
presente invencidn puede més preferentemente considerarse
como una formulacidén estable basada en wuna solucidn
acuosa, la formulacién que comprende al menos una
concentracién (el peso/volumen) de 5mg/mL de la proteina
CD-RAP y un aminoacido cargado.

Una "solucidén" es una mezcla homogénea del uno o dos
0 mas sustancias/componentes. En tal mezcla, un soluto (en
la presente invencién una proteina CD-RAP, preferentemente

al menos 5mg/mlL de la proteina CD-RAP) se disuelve (como
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se describe anteriormente) en otra sustancia (en la
presente invencidn preferentemente una formulacién
acuosa), también conocido como el solvente.

Considerando el mayor que, la proteina CD-RAP
preferentemente heterogéneamente no se disuelve y/o se
dispersa en la solucidén acuosa. El término “disuelto del
estado” también incluye esto la proteina CD-RAP
preferentemente esencialmente no se emulsiona, © més
preferentemente no se emulsiona en absoluto en la solucidn
acuosa.

También, el término “disuelto del estado” incluye
esto la proteina CD-RAP preferentemente esencialmente no

se encapsula y/o se entrampa (preferentemente menos que el

2

o

, el 1

o

, © el 0,5% de 1la proteina CD-RAP :puede
encapsularse y/o .entramparse), o més preferentemente no
encapsulado y/o entrampado en absoluto, p.ej, en
liposomas, liposomas multilaminares o lo similar.

En consecuencia, en un aspecto preferido, la presente
invencién abarca una cuadra acuosa esencialmente liposoma
libre (preferentemente menos que el 2%, el 1%, o liposomas
del 0,5%), preferentemente liposoma libre, formulacidén que
comprende al meﬁos 5mg/mL de la proteina CD-RAP y un
aminodcido cargado.

En un aspecto mids preferido alternativo, la presente
invencién abarca wuna formulacidén acuosa estable que
comprende al menos 5mg/mL de la proteina CD-RAP y un
aminoacido cargado, donde la proteina CD-RAP esencialmente
no se contiene (preferentemente menos que 2, 1, o el
0,5%), preferentemente no se contiene (encapsulado y/o
entrampado) en liposomas.

En efecto, hay muchos modos gque una proteina puede

ser inestable. Por ejemplo, la inestabilidad protéica
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podria ser <causada por la agregacidén protéica, pero
también por la inestabilidad quimica debido a
desaminacidn, oxidécién, rotura del enlace disulfuro vy
formacién, hidrdlisis, succinimidation, entrecruzamiento
del no disulfuro, deglycosylation o “colorante enzimatico”
(reaccién de Maillard) o cualquier combinacién de estos
fenbémenos; ver, por ejemplo, a Wang et al. (1999),
Intervalo. J. Pharm. 185: 129-188) y Figura 1. Los
pardametros Mas aun, fisicoquimicos como la temperatura,
valor del ©pH, adsorcién de superficie, sales, iones
metdlicos, agentes quelantes, fuerzas fisicas como fuerzas
de corte, proteina denaturants, solventes no acuosos,
concentracién proteica, fuente y pureza de la proteina,
proteina morphism o ©presidén pueden influir en la
estabilidad protéica.

Aun, que muchos factores que pueden influir en la
estabilidad protéica que muchas medidas podrian obtenerse
para estabilizar una proteina. Por ejemplo, una proteina
puede ser internamente (al cambiar aminoacidos) o
externamente estabilizado. La estabilizacidén externa
podria lograrse por agentes quelantes, iones metélicos,
agentes reductores, polimerocs, glicoles/polioles de
polietileno, albUmina sérica, surfactantes, azucares y
policles, acidos grasos y fosfolipidos, aminoéacidos,
amortiguadores, etc.; ver, por ejemplo, a Wang, Y y Hanson
M (1988), J. Sci parenteral. & Tecnologia, 42, Suplemento:
4-26; Wang et al. (1999), Intervalo. J. Pharm. 185: 129-
188, y Figura 2. En la suma, para estabilizar una proteina
CD-RAP en wuna formulacidén, el experto tendria tienen
muchas opciones disponibles.

En el caso presente, los inventores observaron que la

proteina CD-RAP mostrd la agregacién. Muchos diferentes
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factores pueden causar la agregacién de una proteina en
una formulacién proteinica. Los procedimientos de
almacenamiento y purificacién comunes pueden exponer
formulaciones proteinicas a condiciones y componentes que
hacen que la proteina agregue. Por ejemplo, las proteinas
en una formulacién proteinica pueden agregar a
consecuencia de cualquiera o mas de lo siguiente:
almacenamiento, exposicién a elevadas temperaturas, el pPH
de la formulacién, la fuerza idénica de la formulacidn y la
presencia de ciertos surfactantes (p.ej, polisorbato 20 vy
polisorbato 80) y agentes emulsionantes. De forma similar,
las proteinas pueden agregar al ser expuesto al esfuerzo
cortante, tal como, reconstituyendp un concentrado
protéico liofilizado en la solucidén, purificacién del
filtro wuna muestra protéica, congelar descongelando,
agitacién o transferir una solucién de proteina mediante
jeringa. La agregacién también puede ocurrir a
consecuencia de interacciones de moléculas polipeptidicas
en la solucién y en las interconexiones de aire liquido
dentro de viales de almacenamiento. Los cambios
estructurales pueden ocurrir en polipéptidos adsorbidos a
interconexiones ligquidas por el aire y sélidas y liquidas
durante compresién o extensién de las interconexiones que
resultan a partir de agitacién durante el transporte. Tal
agitacién puede hacer que la proteina de una formulacidn
agregue y precipite por ultimo con otras proteinas
adsorbidas.

Ademas, la exposicién de una formulacién proteinica
para encenderse puede hacer que la proteina agreque. La
presente invencién asi proporciona formulaciones que
permiten elevadas concentraciones de CD-RAP vy que reducen

la agregacidén de proteinas. Sin estar obligada por la

%
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teoria la reduccidén de la agregacidn protéica se logra
controlando uno o mas de los mecanismos de la agregacién
anteriormente mencionados. Esto puede resultar en, por
ejemplo, estabilidad del producto mejorada y mayor
flexibilidad en condiciones de almacenamiento y procesos
de elaboracién.

Especificamente, los inventores de la presente
descubrieron gque de muchos aminoacidos de agentes
analizados que transportan una carga neta en un pH entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 8 son Utiles para
estabilizar una proteina CD-RAP en élevada concentracidn
por, entre otras cosas, regulando la solubilidad protéica
y/o0 inhibiendo 1la agregacidén protéica. Cuando referido
aqui un aminoadcido lo significan preferentemente para ser
un L-aminodcido. Menos preferido es un D-aminoacido.
Preferentemente el aminoadcido es la L-histidina, L-
arginina, el A&cido L-glutdmico o una sal de lo mismo;
preferentemente la sal es cloruro, fosfato, acetato o
sulfato.

En consecuencia, 1la invencién se Dbasa, al menos
parcialmente, en el descubrimiento que las formulaciones
que comprenden al menos 5mg/mL de CD-RAP y un aminoacido
cargado © salan de lo mismo, preferentemente la sal son
cloruro, fosfato, acetato o sulfato, mas preferentemente,
ademas, un amortiguador, un disacéarido, un agente
volumétrico, y opcionalmente surfactante se vuelve
suficientemente estable para el almacenamiento a largo
plazo y/o uno o mds se congelan/descongelan ciclos. La
formulacién de la invencién tiene muchas ventajas a las
formulaciones almacenadas en un buffer del patrdén. En un
aspecto, la formulacidén comprende elevadas concentraciones

proteicas de CD-RAP, p.ej, 30mg/mL ¢ mas.
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Sorprendentemente, a pesar de elevada concentracién de la
proteina, la formulacién tiene 1la agregacidén minima vy
puede almacenarse al usar diversos métodos y formas, p.ej,
congelacidén, sin efectos deletéreos que podrian esperarse
con elevadas formulaciones proteinicas.

En algunas modalidades  menos preferidas, las
formulaciones de la invencidédn no requieren excipientes,
tal como, por ejemplo, surfactantes y sistemas de
amortiguacidén, que se usan en formulaciones tradicionales
para estabilizar proteinas en la solucidén. Ademéas, 1las
formulaciones descritas aqui se prefieren sobre
formulaciones convencionales porque éstos han disminuido
inmunogenicidad debido a la falta de agentes adicionales
necesarios para la estabilizacidén protéica.

Asi, la presente invencién concierne a una
formulacién liquida, preferentemente una formulacién
ligquida estable que sorprendentemente permite el
almacenamiento a largo plazo de CD-RAP el andlogo
polipeptidico o bioldgicamente activo de lo mismo que
tiene una secuencia aminoacidica que comparte homologia de
la secuencia de al menos el 63% con el cuatro esqueleto de
la cisteina de CD-RAP, aminoacidos 12 a 107 de SEQ ID No.
1 como se describe a continuacién en una concentracién de
al menos 5mg/mL, preferentemente al menos 7.5mg/mL, més
preferentemente al menos 10mg/mL, incluso mas
preferentemente al menos 15mg/mL, particularmente
preferido al menos 20mg/mL, mads particularmente preferido
al menos 25mg/mL, incluso mas particularmente preferido al
menos 30mg/mL y un aminodcido cargado o sal de lo mismo,
preferentemente cloruro, fosfato, acetatoc o sulfato. Esta
formulacidén es Util, en parte, porgque es mas conveniente

usar para el paciente, ya que el polipéptido de CD-RAP de

WA
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esta formulacidén es muy concentrado para reducir efectos
secundarios dolor similar debido a la inyeccidén del alto
volumen. Mé&s aun, la solicitud de la formulacidén a un
paciente bajo el bajo nivel de la presidén hidréaulica
dinamica con la inyeccién intraarticular potencia
chondrogenesis.

La formulacién de 1la invencidén (a veces también
referido a aqul como “la composicidén de la materia” o

"composici

s

én") puede estar preferentemente en diversos
estados fisicos como liquido, formulaciones congeladas,
liofilizadas, liofilizadas, secadas por aspersibén vy
reconstituidas, con preferirse ligquido vy liofilizado.
Preferentemente, la formulacién tiene un pH de 6,0 y méas,
adicionalmente preferentemente entre 5,5 y 9.0, mas
preferentemente la formulacién tiene un pH entre 6,0 y
8.0, adicionalmente mas preferentemente entre 6,5 y 7.6,
con mayor preferencia entre 7,0 y 7.5.

“La formulacidén liquida” como se utiliza aqui se
refiere a una composicién de materia que se encuentra como
un liquido, caracterizado por la libre circulacidén de las
moléculas constitutivas entre si, pero sin la tendencia de
separar a temperatura ambiente. Las formulaciones liquidas
incluyen liquidos acuosos y no acuosos, con formulaciones
acuosas preferirse. Una formulacidén acuosa es una
formulacién donde el solvente es el agua. La disolucidn
del polipéptido de CD-RAP en la formulacidén puede ser
homogénea o heterogénea, con preferirse homogéneo como se
describe anteriormente.

Cualquier liguido no acuoso adecuado puede emplearse
a condicién de gue proporcione la estabilidad a 1la
formulacién de la invencién. Preferentemente, el liquido

no acuoso es un liquido hidrofilico. Los ejemplos

@
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ilustrativos de 1liquidos no acuosos adecuados incluyen:

glicerol; sulféxido del dimetilo (DMSO) ;
polidimetilsiloxano (PMS) ; etilenglicoles, como
etilenglicol, dietilenglicol, trietilenglicol,

polietilenglicol ("PEG") 200, PEG 300 y PEG 400; vy
propilenglicoles, como glicol de dipropileno, tripropylene
glicol, polipropilenglicol ("PPG") 425 y PPG 725.

“La formulacién liquida aqueous/non-agueous
mezclada” como se utiliza aqui se refiere a una
formulacién liquida que contiene una mezcla de agua y una
composicidén liquida adicional.

Cuando usado aqui una "formulacidén" es una mezcla de
un polipéptido de CD-RAP (es decir, el farmaco/sustancia
activo) y sustancias quimicas adicionales y/o aditivos
requeridos para un producto medicinal que esté
preferentemente en un estado liquido. Una formulacidén de
la invencién incluye wuna formulacidén farmacéutica. EI
término "formulacidn farmacéutica” se refiere a
formulaciones que estadn en tal forma para permitir a la
actividad Dbioldégica de los 'ingredientes activos ser
efectiva, y, por lo tanto, pueden administrarse a un
paciente para el uso terapéutico como se describe aquil.

La preparacidén de la formulacidén incluye el proceso
las donde diferentes sustancias quimicas, incluyendo el
farmaco activo, se combinan para producir un producto
medicinal final como una composicidén farmacéutica. EI1
farmaco activo de la formulacién de la invencidn es un
polipéptido de CD-RAP. El término "polipéptido" se puede
usar aqui de modo indistinto con el término "proteina" vy,
como se utiliza aqui, abarca un péptido, un polipéptido,
una proteina y una proteina de fusién. Las proteinas

pueden elaborarse por métodos recombinantes o sintéticos.
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En ciertas modalidades, la proteina CD-RAP para
formularse es esencialmente pura y/o esencialmente
homogénea (es decir, sustancialmente libre de contaminar
proteinas, etc.). El término "esencialmente puro" proteina
significa una composicidén  que comprende al menos
aproximadamente el.80% preferentemente el 90% en peso de
la fraccidén protéica, preferentemente al menos
aproximadamente el 95% en peso de la fraccidén protéica,
mas preferentemente el 97% en peso de la fraccidn protéica
o con mayor preferencia el 98% en peso de la fraccién
protéica. El1l término "esencialmente homogéneo" proteina
significa una composicidén  que comprende al menos
aproximadamente el 99% en peso de la fraccidédn protéica,
excluyendo la masa de diversos estabilizadores y agua en
la solucién,

El polipéptido de CD-RAP de la formulacidén de la
invencidén se conoce en la técnica (ver EP-B1l 710 248 o EP-
Bl 1 146 897) y/o descrito aqui. El1 CD-RAP (El cartilago
derivéd el acido retinoico proteina sensible) el
polipéptido aplicado en las formulaciones de la invenciédn
es el polipéptido de CD-RAP, también MIA nombrado
(actividad inhibitoria del melanoma), OTOR (fibrocyte
proteina derivada, FDP, MIA - similar, MIAL) y TANGO 130
que pertenece a una clase de proteinas secretadas como se
describe en Bosserhoff et al. (2004), Gene Expr. Patrones.
4: 473-479; Bosserhoff y Buettner (2003), Biomateriales
24: 3229-3234; Bosserhoff et al. (1997), Dev. Dyn. 208:
516-525; WO 00/12762; WO 2004/015078; EP-B1 710 248; US
2002/0103360; o EP-B1 1 146 897). La proteina CD-RAP
aplicada en la formulacidén de la invencidn es
preferentemente una proteina CD-RAP humana recombinante

(rh CD-RAP).
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Se prefiere también que el polipéptido de CD-RAP de
la formulacién de 1la invencidén es un polipéptido que
comprende o que tiene la secuencia madura de CD-RAP (SEQ
ID No. 1) vy fragmentos funcionales o variantes de 1lo
mismo, b) un polipéptido que tiene al menos el 63%, mas
preferentemente el 70%, incluso mas preferentemente el
80%, adicionalmente preferentemente el 90%, homologia de
la secuencia aminocacidica con mayor preferencia del 95%
con el cuatro esqueleto de 1la cisteina de CD-RAP,
aminoacidos 12 a 107 de SEQ ID No. 1, o c¢) un polipéptido
que tiene cualquiera de las secuencias genéricas 1 a 3
definidos aqui (SEQ ID Num. 2, 3 y 4). Una variante de CD-
RAP es la proteina que tiene SEQ ID NO: 4 o una forma
madura de lo mismo como se describe en WO 2004/015078 o la
proteina que tiene SEQ ID NO.1l4 o una forma madura de 1lo
mismo como se describe en US 2002/0103360.

El término "por ciento (%) homologia de la secuencia
aminoacidica" con secuencias de CD-RAP de aspecto
identificadas aqui se define como el porcentéje de
residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son
idénticos con los residuos aminoacidicos en la secuencia
de CD-RAP, después de alinear las secuencias e introducir
separaciones, si es necesario, para lograr la identidad de
secuencia del por ciento maxima, y no tomar en cuenta
cualquier sustitucidédn conservadora como parte de la
identidad de secuencia. La alineacidén con objetivos de
determinar la identidad de la secuencia aminoacidica del
por ciento puede 1lograrse de diversos modos que se
incluyen dentro de la habilidad en 1la técnica, por
ejemplo, al usar el software en publico disponible como
BLAST, SE ALINEAN, o software Megalign (DNASTAR). Los

expertos en la técnica pueden determinar gque los



10

15

20

25

30

22

pardmetros adecuados para medir la alineacidn, incluyendo
cualquier algoritmo tenian que lograr la alineacidén méxima
sobre las de cadena completa de las secuencias que se
comparan.

Los fragmentos funcionales que tienen la misma
funcidén bioldégica que el CD-RAP preferentemente tiene una
longitud de al menos 20, en particular, al menos 40 y méas
preferentemente al menos 50, con mayor preferencia 80
aminoadcidos contiguos de la secuencia mostrada en SEQ ID
No. 1. Preferentemente, los fragmentos funcionales
comprenden los aminodcidos de la posicién 1 a 50, 1 a 70,
1 a 80, 20 a 80, 20 a 107 de SEQ ID No 1.

Secuencia madura de CD-RAP (SEQ ID No. 1):
GPMPKLADRKLCADQECSHPISMAVALQDYMAPDCRFLTITHRGQVVYVESKLKGRGRL
FWGGSVQGDYYGDLAARLGYFPSSIVREDQTLKPGKVDVKTD KWDEYCQ

Secuencia genérica 1 (SEQ ID No. 2):

C X4 C X17 C X12 Vv X 11-13 W X7-18 F X4 V X21 C X

Secuencia genérica 2 (SEQ ID No. 3)

KX CXDXETCIZ XLl DX3PDCXI12V X2KLX7-9W Xgde S
X5-13g de Y F P X3 V X18 D F X C X

Secuencia genérica 3 (SEQ ID No. 4):

KX CXDZX2C X8 A X2 DX3PDCRFX5go0of XV X5 KL X7
W Xg de SV X12g de Y F P X22DFXCQ;

donde "X en cada ocurrencia indistintamente
representa cualquier aminodcido y la cantidad en la letra
mindscula indica la cantidad de cualquier amino&cido.
Preferentemente, Y indistintamente representa un
aminoacido de origen natural y, en particular, A, R, N, D,
¢, Q, E, G, H, yo, L, K, M, F, P, S, T, W, Y o V. "X"
también puede representar unos acidos aminoa no estandar
como lanthionine, &cido 2-aminoisobutyric, dehydroalanine,

ornitina, citrulline, alanina de la beta o norleucina. Por
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supuesto, las modificaciones postraductoriales comunmente
conocidas en la técnica también son previstas. Asi, un
polipéptido de CD-RAP de la invencidén ©puede ser
postraductorialmente modificado.

Una proteina CD-RAP aplicada en la formulacidén de la
invencién puede expresarse de ADN gendmico intacto o
truncado o ADNc o de DNAs sintético en células hospederas
procaridéticas o eucaridticas. Las proteinas pueden
aislarse de los medios de cultivo o cuerpos de inclusidn
y/o nueva vez para formar composiciones activas
bioldgicas. Ver p.ej. EP-Bl 710 248 y Lougheed et al.
(2001), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 98: 5515-5520 para
protocolos ejemplificantes para purificacién proteinica
recombinante de CD-RAP. La descripcién detallada de cdémo
analizar la actividad (p.ej chondrogenesis) de tales
proteinas aisladas se describe en Tscheudschilsuren et al.
(2005), Exp. Res celular. 1-10; o Stoll et al. (2003), Sci
Protéico. 12: 510-519). Un biocensayo para la induccién del
cartilago se describe en el ejemplo 2 a 5 en EP-B1 1 146
897. Los bioensayos adicionales se describen infra y en el
Ejemplo 7 y 8.

Los métodos de manipular genéticamente células para
producir polipéptidos son conocidos en la técnica. Ver,
p.ej, Ausubel et al., editores (1990), Protocolos Actuales
en Biologia molecular (Wiley, Nueva York). Tales métodos
incluyen 4&cidos nucleicos de introduccidén que codifican
para y permiten la expresién del polipéptido en células
hospederas vivas. Estas células hospederas pueden ser
células bacterianas, células fungicas, o, preferentemente,
células de animal cultivadas en el cultivo. Las células
hospederas Dbacterianas incluyen, entre otras cosas,

células de Escherichia coli. Los ejemplos de cepas de E.
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coli adecuadas incluyen: HB101l, DH5a, GM2929, JM109,
KW251, NM538, NM539 y cualquier cepa de E. coli que deje
de escindir DNA ajeno. Las células hospederas fungicas que
pueden usarse incluyen, entre otras cosas, Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris y células de Aspergillus. Unos
ejemplos de lineas celulares de animal que pueden usarse
son CHO, VERO, BHK, Hela, Porque, MDCK, 293, 3T3, y WI38.
Las nuevas lineas celulares de animal pueden ser
establecidas al usar métodos conocidos por los expertos en
la técnica (e. g., por transformacién, infeccién viral y/o
seleccidn). Opcionalmente, el polipéptido puede ser
secretado por las células hospederas en el medio.

Los meétodos para la purificacién polipeptidica como
el fraccionamiento en una columna del intercambio idénico,
precipitacién de etanol, HPLC de fase inversa,
cromatografia en silice, cromatografia en la heparina
SEPHAROSET, cromatografia en wun anidén o resina del
intercambio catidénico (como wuna columna del poliacido
aspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y precipitacién de
sulfato de amonio pueden utilizarse segun la necesidad.
Una proteina CD-RAP aplicada en 1la formulacién de la
invencién puede expresarse y purificado como se describe
en los Ejemplos de EP-B1 1 697 523.

En algunas modalidades, 1la concentracién de una
proteina CD-RAP en una formulacién de la invenciédn es al
menos 5Smg/mL, preferentemente al menos 7.5mg/mL, mé&s
preferentemente al menos 10mg/mL, incluso mas
preferentemente al menos 15mg/mL, particularmente
preferida al menos 20mg/mL, mas particularmente preferido
al menos 25mg/mL, incluso més particularmente preferido al
menos 30mg/mL.

En algunas modalidades, la concentraciédn del
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polipéptido de CD-RAP en una formulacién de la invencién
se selecciona de los intervalos que siguen: de
aproximadamente 5mg/mL hasta aproximadamente 10mg/mL, de
aproximadamente 10mg/mL hasta aproximadamente 20mg/mL, de
aproximadamente 15mg/mL hasta aproximadamente 25mg/mL, de
aproximadamente 20mg/mL hasta aproximadamente 30mg/mL, o©
de aproximadamente 5mg/mL hasta aproximadamente 30mg/mL.

En un aspecto preferido, la formulacién de CD-RAP,
particularmente la formulacidén acuosa estable de 1la
invencién no comprende liposomas y / o material de la
matriz. Preferentemente, la formulacidén de CD-RAP de la
invencién no comprende liposomas y / o material de la
matriz seleccionado del grupo de 4&cido hialurédnico,
alginato, coléageno, heparina, fibrina, fibrinigen, hueso
desmineralizado, derivados polilacticos-coglycolid y/o
polilacticos-coglycolid o combinaciones de lo mismo. Més
preferentemente, la formulacién de CD-RAP no contiene una
bicapa lipidica.

En un aspecto preferido adicional la proteina CD-RAP
no se comprende en una concentracién de incluyendo 1-
4mg/mL, 1.0mg/mL, 1.5mg/mL, 2.0mg/mL, 2.5mg/mL, 3.0mg/mL,
3.5mg/mL, 4.0mg/mL en un arginine/H3P0O4, preferentemente
en una concentracién del 350-420mM. Mas preferentemente,
la proteina CD-RAP no se comprende en una concentracién de
1.15mg/mL o 3mg/mL en 350 mM de o 420 mM del pH
arginine/H3P0O4 7.5.

Cuando usado aqui, se entiende que el término "sobre"
significa que puede haber variacidén en la concentracién de
una proteina CD-RAP de la formulacién descrita que puede
ser al 5%, el 10%, el 15% o hasta e incluyendo el 20% del
valor determinado. Por ejemplo, si una formulacién tiene

sobre 5mg/mL del polipéptido de CD-RAP, se entiende que
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esto significa que una formulacidén puede tener entre 3 a
Tmg/mL, mads preferentemente entre 4 a 6émg/mL.Thus, como se
utiliza aqui, un intervalo de concentracidén que se define
como “X a Y” compara con un intervalo que se define como
“entre X y Y”. Ambos intervalos de tiempo especificamente
incluyen el limite superior y también el limite inferior.
Esto significa que por ejemplo un intervalo “5mg/mL a
10mg/mL” o entre “5mg/mL a 10mg/mL” incluye una
concentracién de 5, 6, 7, 8, 9, y/o 10mg/mL.

Una formulacidén "estable" es la que donde la proteina
en esa parte esencialmente mantiene su estabilidad fisica
y/o estabilidad quimica y/o actividad bioldégica mediante
almacenamiento y/o no muestra sustancialmente ningunos
signos de agregacidén, precipitacidén y/o desnaturalizacidn
comparado con una muestra control, preferentemente
mediante el examen visual de color y/o claridad, o como se
cuantifica por la luz ultravioleta dispersarse o por la
cromatografia de exclusién de tamafios. Diversos métodos
analiticos adicionales para medir la estabilidad protéica
estan disponibles en la técnica y se revisan en
Administracién del farmaco Peptidica y Protéica, 247-301,
Vincent Lee Ed, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, Nueva
York, Piqueras. (1991) vy Jones, A. Adv. Rev de 1la
Administracidén del farmaco 10: 29-90 (1993), por ejemplo.

Preferentemente, se entiende que el término "cuadra"
con respecto a la formulacién de la invencidn significa
que el polipéptido de CD-RAP de la formulacidén no pierde
mas del 15%, o méas preferentemeﬁte el 10%, o incluso més
preferentemente el 5%, y con mayor preferencia el 3% de su
actividad bioldégica durante el almacenamiento con relacidn
a la actividad del polipéptido de CD-RAP al principio de

almacenamiento y/o durante o después del congelar
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descongelando. La actividad biolégica de CD-RAP puede
determinarse mediante, por ejemplo, el biocensayo para la
induccién del cartilago se describe en el ejemplo 2 a 5 en
EP-B1 1 146 897. Otros bioensayos son el ensayo de
invasién descrito en Stoll et al., (2006), Biol. Chem.,
volumen 387, pps 1601-1606 o en Ejemplo 7 y 8.

"Durante el almacenamiento," como se utiliza aqui,
significa una formulacién que una vez preparo,
inmediatamente no se usa; ma&s bien, siguiente su
preparacién, es envasado para el almacenamiento, en una
forma liguida, en un estado congelado, o en una forma
secada para la reconstitucién posterior en una forma
liquida u otra forma.

“Los ciclos del congelar-deshielo repetidos”
incluyen esto la formulacién de la invencidn se somete a
uno o mas ciclos del congelar-deshielo, p.ej, un, dos,
tres, cuatro, cinco o mds ciclos del congelar-deshielo.
Sin embargp, como se describe aqui y mostrado en 1los
Ejemplos, la formulacién de la invenciédn permanece estable
bajo ciclos del deshielo libre repetidos. En consecuencia,
el polipéptido de CD-RAP es preferentemente estable bajo
el repetido (un, dos, tres, preferentemente cuatro, cinco
o mas) ciclos del congelar-deshielo, preferentemente el
ciclo del congelar-deshielo es asi: 5°C a-25°C,
refrigeracién y tasa de calentamiento 1.0 °C/min con una
etapa isotérmica de 15 minutos entre cada ciclo. Sin
limitaciones tedéricas, el ciclo del congelar-deshielo que
preferentemente se aplica en el contexto de la invencién
simula la tensidén helada que puede ocurrir durante la
congelacién de grandes cantidades de la proteina disuelta.
En consecuencia, ya que la formulacién de 1la invencidn

resultd ser capaz de CD-RAP gue mantiene establemente en



10

15

20

25

30

28

la solucién durante ese ciclo del congelar-deshielo, la
formulacién de la invencién es superior y tiene
propiedades ventajosas.

Los agregados pueden formarse durante el
almacenamiento, por ejemplo, debido a la exposicidén a
elevadas temperaturas. Por "elevada temperatura" se supone
cualquier temperatura anteriormente la temperatura en

donde la formulacién de la invencidén comprende un

polipéptido de CD-RAP normalmente se almacena. La
temperatura de almacenamiento normal esta entre
aproximadamente 4°C y 10°cC, preferentemente entre

aproximadamente 4°C y 8°C, mas preferentemente entre
aproximadamente 4°C y 6°C, incluso mids preferentemente a
una temperatura de aproximadamente 4°C. Las causas
adicionales para la formacidén de agregados pueden ser el
pH de la formulacién, la fuerza idénica de la formulacidn,
la presencia de ciertos surfactantes (p.ej, polisorbato 20
y polisorbato 80), agentes emulsionantes y/o porque un
polipéptido tiene una tendencia inherente de formar tales
agregados. Sin limitaciones tedéricas, se supone dque la
formacién agregada de polipéptidos de CD-RAP podria
causarse por uno o ma&s de las causas ya mencionadas vy
puede dar como resultado a una pérdida de la actividad.

En consecuencia, se preve gque un polipéptido de CD-
RAP sea preferentemente estable en la medida que no forma
sustancialmente agregados (por ejemplo, debido a uno o mas
de las causas ya mencionadas) durante el almacenamiento
y/o durante o después del congelar descongelando. En
consecuencia, se preve preferentemente que no mas del 10%
de un polipéptido de CD-RAP, més preferentemente no méas

del 8%, incluso mas preferentemente no mas del 5%, incluso

o

adicionalmente preferentemente no mas del 3

14
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particularmente preferentemente no mas del 1% con relacién
a la cantidad del polipéptidovde CD-RAP al principio de
almacenamiento formen agregados.

En la alternativa, se preve que un polipéptido de CD-
RAP sea preferentemente estable en la medida que no forma
dimeros u oligbmeros. Péngalo diferentemente, la
estabilidad de una proteina CD-RAP puede determinarse
segin el porcentaje de proteina monomérica en la soluciédn,
con un porcentaje bajo del‘degradado (p.ej, fragmentado)
y/o proteina con agregados. Por ejemplo,. una formulacién
de la invencién que comprende una proteina CD-RAP puede
incluir al menos el 90%, mis preferentemente al menos el
92%, incluso méas preferentemente al menos el 95%,
adicicnalmente incluso ma&s preferentemente al menos el
97%, particularmente preferentemente al menos el 98%, con
mayor preferencia proteina CD-RAP monomérica del 99%.

Por "el agregado" se supone una interaccién fisica
entre moléculas protéicas que da como resultado la
formacién de dimeros covalentes o no covalentes u
oligémeros (es decir entidades de elevado peso molecular)
que puede permanecer soluble, o) formar agregados
insolubles que esto precipita de la solucién. Un
"agregado" también incluye la proteina CD-RAP degradada
y/o fragmentada. El nivel de la agregacién protéica en una
formulacién puede cuantificarse antes, en sustancialmente
el mismo periodo de tiempo que, o después, la adicidén de
un aminoadcido <cargado que se describe aqul a la
fofmulacién. En ciertas modalidades, el nivel de
agregacién se cuantifica al menos una vez entre

aproximadamente 1 dia y aproximadamente 12 semanas después

de la adicién de un aminoicido cargado como se describe

agqui a la formulacién. En otras modalidades, el nivel de

3\
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agregacién se cuantifica al menos wuna vez entre
aproximadamente 1 mes y 36 meses después de la adicién de
un aminodcido cargado como se describe aqui a la
formulacidn.

Como mencionado con anterioridad en 1la presente,
varios diferentes métodos analiticos poderse usar para
detectar la presencia y los niveles de los agregados en
una formulacién que comprende una proteina. Estos
incluyen, entre otras cosas, por ejemplo, electroforesis
sobre gel de poliacrilamida de origen natural (PAGE),
dodecil sulfato sédico - electroforesis sobre gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), electroforésis en gel capilar
(CGE), cromatografia de exclusidén de tamarios (SEC),
ultracentrifugacién analitica (ABC (4&rea bajo la curva)),
fraccionamiento del flujo de campo (FFF), deteccién de la
dispersién de 1luz, velocidad de la sedimentacién,
espectroscopia de la luz wultravioleta, diferencial que
explora calorimietry, turbidimetria, nefelometria,
microscopia, cromatografia liquida de alta resolucién de
exclusidn molecular (HPLC de SEC), cromatografia en fase
liquida de alta eficacia de fase inversa (RP-HPLC),
espectrometria de masas de tandem de la ionizacidén por
electroaspersidén (ESI-MS) y tandem RP-HPLC/ESI-MS, fluyen
fluyen campo el método del fraccionamiento y estdtico y/o
dispersién dinédmica de luz. Estos métodos se pueden usar
por si solo o combinados. Preferentemente, los métodos
analiticos de detectar la presencia y los niveles de los
agregados en una formulacidén que comprende una proteina,
preferentemente CD-RAP, son la cromatografia liquida de
alta resolucién de exclusién molecular (HPLC de SEC) vy
fluyen fluyen campo el método del fraccionamiento estatico

y/o dispersién dinamica de luz.



10

15

20

25

30

31

Un problema comin con una formulacién que comprende

una proteina es la acumulacién irreversible de agregados

" con el periodo de tiempo, térmico, o esfuerzo cortante.

Por lo comun, cuando los agregados precipitan éstos forman
las particulas espaciosas que son faciles a detectar. Los
agregados solubles mas pequefios, no covalentes, sin
embargo, que a menudo son precursores a la precipitacién
de las particulas espaciosas, son mas dificiles de
detectar y cuantificar. Asi, los métodos de detectar vy
cuantificar la agregacidén protéica en una formulacién
proteinica tienen que basarse en la clase de agregado que
se evalua.

Entre los mayores que métodos, los métodos sugeridos
de determinar la presencia y/o las cantidades de 1los
agregados solubles, covalentes en una formulacidn
proteinica son: SEC/dispersién de luz, SDS-PAGE, CGE, RP-
HPLC/ESI-MS, FFF y ABC (&rea bajo la curva): Los métodos
sugeridos de determinar la presencia y/o las cantidades de
los agregados solubles, no covalentes en una formulacién
proteinica son: SEC, PAGE, SDS-PAGE, CGE, FFF, ABC (&rea
bajo la curva) y dispersién dindmica de luz. Los métodos
sugeridos de determinar la presencia y/o las cantidades de
los agregados insolubles, no covalentes en una formulacién
proteinica son: espectroscopia de 1la luz ultravioleta,
turbidimetria, nefelometria, microscopia, ABC (4rea bajo
la curva) y dispersién dindmica de luz.

Considerando el mayor que, es otra modalidad de la
invencién el proporcionar un método para pruebas de
estabilidad aceleradas de la estabilidad un polipéptido de
CD-RAP en una formulacidén de la invencidén que comprende
las etapas de analizar la actividad del polipéptido

formulado segin la invencién antes del almacenamiento, es
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decir, cero del periodo de tiempo, almacenando la
composicién en aproximadamente entre 37°C y 42°C,
preferentemente en aproximadamente 37°C durante al menos
un mes y midiendo la estabilidad del polipéptido, vy
comparando la estabilidad del cero del periodo de tiempo a
un punto temporal del mes. Esta informacién es provechosa
para temprano la eliminacién de por lotes o lotes que
parecen tener la estabilidad adecuada inicialmente, adn no
almacene el pocillo durante periodos mas largos.

Mas aun, la formulacién de la invenciédn
preferentemente proporciona el "almacenamiento a largo
plazo mejorado tal que la proteina CD-RAP es estable sobre
el curso de almacenamiento en liquido o en estados
congelados, preferentemente en la forma liquida. Como se
utiliza aqui, la frase se entiende que el almacenamiento
"a largo plazo" significa que la formulacidén puede
almacenarse durante al menos un mes, dos © tres meses O
mis, durante seis meses o més, y preferentemente durante
un afioc o mas. El almacenamiento a largo plazo también es
entendido significar que la composicién farmacéutica se
almacena como un liquido en 2-8 C o se congela, p.ej, en-
20°C o méas frio, asi la formulacién no pierde
preferentemente su actividad biolégica al grado como se
describe aqui y/o no forma agregados al grado como se
describe aqui y/o comprende mondémeros al grado como se
describe aqui. Las pruebas de estas propiedades se
describen aqui en otra parte. También es contemplado vy
demostrado en los Ejemplos que la formulacidén puede
congelarse y se descongeld mas que una vez.

En un aspecto de la invencién, la proteina CD-RAP en
las formulaciones es estable en una forma liquida durante

al menos 1 mes, de 2 meses, 3 meses; al menos 4 meses, al
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menos 5 meses; al menos 6 meses; al menos 12 meses. El
producto intermedio de intervalos a los mayores dque
periocdos de tiempo mencionados también es conceptualizado
para ser la parte de esta invencidén, p.ej, 9 meses,
etcétera. Ademas, los intervalos de valores al usar una
combinacién de cualquiera de lo anterior mencionaron
valores vya que los limites inferiores y/o superiores
pretenden incluirse. Preferentemente, la formulacidén es
estable a temperatura ambiente (sobre 20°C) o en 30°C
durante al menos 1 mes y/o cuadra en aproximadamente 2-8°C
para al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12
meses, o més preferentemente estabilice en aproximadamente
2-8°C durante al menos 2 afos. Mas aun, la formulacidn
estd la congelacidén preferentemente estable que sigue (a,
p.ej,-80°C) y el deshielo de la formulacidén, aqui también
referida a ya que un "se congelan/descongelan el ciclo."

De improviso, el apuntamiento de inventores de la
presente a la estabilizacién de una proteina ‘CD—RAP en
elevada concentracidén, tenga descubridé que un aminoacido
que tiene una carga neta en un pH entre aproximadamente 6
y 8 permite la preparacién de formulaciones de CD-RAP muy
concentradas y actta para reducir la agregacién de
polipéptidos de CD-RAP en tal formulacidén durante periodos
largos, permitiendo asi una formulacidn estable como se
describe aqui.

En consecuencia, en un aspecto preferido, el
aminodcido cargado comprendido por la formulacidn estable
de la invencidén tiene una carga neta en un pH entre
aproximadamente 6 y 8.

El término "carga neta" se supone dque las cargas
positivas y negativas en la superficie del aminoacido o

proteina que dependen de la naturaleza del aminoacido o
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los aminodcidos de la proteina no son el cero. La carga
neta depende de la cantidad y 1las identidades de 1los
aminoacidos cargados, y en el pH asi como en la posicidn
del aminodcido dentro de 1la secuencia primaria de un
polipéptido. En un pH especifico las cargas positivas vy
negativas se equilibrardn y la carga neta serd el cero.
Este pH se llama el punto isoeléctrico donde la proteina
tiene su solubilidad mé&s baja.

Mas preferentemente, el aminoadcido o el aminoacido
cargado se seleccionan a partir del grupo que comprende
glicina, arginina, 1lisina, histidina, A&cido aspartico,
acido glutamico y sala de lo mismo. Histidina, glutamato,
arginina o wuna sal de lo mismo particularmente se
prefieren. En algunas modalidades, las combinaciones de
los aminodcidos ya mencionados o sales de lo mismo se
aplican en la formulacién de la invenciédn.

En otras modalidades, el aminodcido es un andlogo de
arginina, lisina o histidina que mantiene la capacidad de
potenciar la solubilidad de CD-RAP preferentemente a pH
6.0 o mayor. Tales andlogos incluyen, entre otras cosas,
dipéptidos y tripéptidos que contienen arginina, lisina o
histidina.

En modalidades adicionalmente preferidas la sal
aminoacidica es cloruro de arginina (preferentemente en
una solucidén entre el pH 6.0 a 8,0, mads preferentemente
entre el pH 6.5 y 7.5, con mayor preferencia a pH 6.0 o
7.4), fosfato de arginina (preferentemente en una solucidn
entre el pH 6.0 a 8,0, mads preferentemente entre el pH 6.5
y 7.5, con mayor preferencia a pH 6.0 o 7.4), fosfato de
histidina (preferentemente en una solucidén entre el pH 6.0
a 8,0, mads preferentemente entre el pH 6.5 y 7.5, con

mayor preferencia a pH 6.0 o 7.4), cloruro de histidina
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(preferentemente en una solucidn entfe el pH 6.0 a 8,0,
mads preferentemente entre el pH 6.5 y 7.5, con mayor
preferencia a pH 6.0 o 7.4), potasio y glutamato de sodio
(preferentemente en una solucidén entre el pH 6.0 a 8,0,
mads preferentemente entre el pH 6.5 y 7.5, con mayor
preferencia a pH 6.0 o pH7.4). Los aminodcidos y las sales
de lo mismo aplicado en la invencidén son conocidos en la
técnica y son elaborados por métodos conocidos |y
disponibles de proveedores comerciales.

La concentracién del aminodcido cargado, sale de 1lo
mismo o cualquier aminocdcido especificado como glicina,
arginina, lisina, histidina, &cido aspartico, el A&cido
glutédmico y las sales de lo mismo en la formulacidn estén

preferentemente entre aproximadamente el 0,5% (p/v) hasta

aproximadamente el 8% (p/v), el 1% (p/v) hasta
aproximadamente el 8% (p/v), - el 1% (p/Vv) hasta
aproximadamente el 5% (p/v), el 1,5% (p/v) hasta
aproximadamente el 5% (p/v), 2. % (p/v) hasta
aproximadamente el 5% (p/v), el 0,5% (p/v) hasta
aproximadamente el 3% (p/v), mas preferentemente

aproximadamente el 1,0% (p/v) hasta aproximadamente el 3%

(p/v), incluso mds preferentemente aproximadamente el 1,5%

(p/Vv) hasta aproximadamente el 3% (p/v), incluso
adicionalmente preferentemente el 2,0% (p/Vv) hasta
aproximadamente el 3% (p/v), y particularmente
preferentemente en aproximadamente el 2,5% (p/v). Los

aminoacidos cargados estan disponibles de proveedores
comerciales.

La formulacidén de la invencidén se prepara combinando,
ademas de un polipéptido de CD-RAP como se describe aqui,
un aminoacido que tiene una carga neta en un pH entre

aproximadamente 6 y 8 p.ej en una solucidn acuosa.
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Adicionalmente, un amortiguador, un modificador de la
tonicidad y/o un estabilizador y, opcionalmente, un
excipiente adicional puede agregarse segun sea necesario.
Las personas que tienen la habilidad comin en la técnica
entenderad que la combinacidén de diversos componentes para
incluirse en la formulacidén puede 1llevarse a cabo en
cualquier orden adecuado. Por ejemplo, el amortiguador
puede agregarse primero, medio o durar y el modificador de
la tonicidad también puede agregarse primero, medio o
Gltimo. También es para ser entendido por el experto comin
en la técnica gque algunos de estos productos quimicos
pueden ser incompatibles en ciertas combinaciones, y en
consecuencia, son facilmente sustituidos con diferentes
productos guimicos que tienen propiedades similares, pero
son compatibles en la mezcla relevante.

En una modalidad preferida de la invencidén el
aminodcido comprendié en la formulacién de la invencidn vy
cualquiera de los 1ingredientes adicionales como un
amortiguador, modificador de la tonicidad, estabilizador,
el excipiente que puede comprenderse en la formulacién se
selecciona tal que proporciona estabilidad a la proteina
CD-RAP sobre el repetido se congelan/descongelan ciclos
(preferentemente mads de 5 se congelan/descongelan ciclos
(5°C a-25°C, vrefrigeracién y tasa de calentamiento
1.0°C/min &on una etapa isotérmica de 15 minutos entre
cada ciclo).

En un aspecto preferido de la invencién la
formulacidén comprende un amortiguador.

El término "amortiguador" <como se utiliza aqui,
incluye a aquellos agentes que mantienen el pH en un
intervalo deseado. El amortiguador es una solucidn acuosa

que comprende una mezcla de un &cido débil y su base
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conjugada o una base débil y su &cido conjugado. Tiene la
propiedad que el pH de la solucidén cambia muy poco cuando
se agrega una pequefia cantidad de un &cido concentrado o
base. Las soluciohes amortiguadoras se usan como unos
medios del pH que mantiene en un valor casi constante en
una amplia variedad de solicitudes gquimicas. Las
soluciones amortiguadoras se utilizan mantienen un cierto
nivel en la escala del pH. En términos generales, un
amortiguador cuando aplicado en la formulacién de 1la
invencidén preferentemente estabiliza una proteina CD-RAP.
“Los amortiguadores aminoacidicos” cuando usado aqui
incluyen, por ejemplo, la base aminocacidica p.ej arginina
y su sal conjugada. Los ejemplos de amortiguadores
aminoacidicos son cloruro de arginina/arginina, cloruro de
histidina/histidina de fosfato de arginina/arginina,
fosfato de Thistidina/histidina / &cido glutédmico /
glutamato de potasio 0 sodio. Estos ejemplos
preferentemente se aplican en la invencién.
El pH preferido de una formulacién como se describe

aqui puede seleccionarse de los intervalos que siguen: de

aproximadamente 4 hasta aproximadamente 10, de
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 9,
preferentemente, de aproximadamente 6 hasta

aproximadamente 8. En consecuencia, un amortiguador que
puede mantener una solucidén a pH 6.0 a 8,0 se utiliza
preferiblemente. El1 término "sobre" cuando usado en el
contexto del wvalor/intervalo del pH ©preferentemente
significa que un valor numérico que tiene un intervalo de
+/-el 25% alrededor del valor citado. Cuando el pH de 1la
composicidén farmacéutica se configura en o cerca de
niveles fisioldgicos, comodidad del paciente mediante la

administracién se maximiza.
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En términos generales, la naturaleza de un
amortiguador y/o el aminodcido y su concentracién es tal
que la osmolalidad de la formulacidén estd entre 280 - 320
mosmol/kg. En términos particulares, se prefiere esto el
pH incluirse dentro de un intervalo del pH aproximadamente
5,8 a 8,4, con aproximadamente 6,2 a 7,4 preferirse, méas
preferentemente el pH estd entre el pH 5.8 a 8,4, con
mayor preferencia entre 6,2 a 7,4, sin embargo, hay que
entender que el pH puede ajustarse si es necesario para
maximizar la estabilidad y la solubilidad del polipéptido
en una formulacidén particular y como tal, un pH fuera de
intervalos fisioldgicos, aln preferentemente tolerables al
paciente, se incluye dentro del alcance de la invencién.

Los ejemplos no limitantes de amortiguadores que se
pueden usar en una formulacién' descrita aqui incluyen,
histidina, succinato, gluconato, citrato, tris
(trometamol), Bis-Tris, MOPS, ACES, TES, HEPES, EPPS,
etilendiamina, é&cido fosfdérico, &acido maléico / fosfato,
citrato, A&cido 2-morpholinocethanesulfonic (MES), fosfato
de sodio, acetato de sodio y dietanolamina.

Los amortiguadores preferidos son amortiguadores de
fosfato, amortiguadores de Tris, amortiguadores
aminoacidicos tal como entre otros arginina, histidina vy
amortiguador de glutamato. Mads preferentemente, los
amortiguadores que siguen se aplican en la formulacién de
la invencidén: fosfato de arginina (preferentemente entre
pH 6.0 a 8,0, méds preferentemente entre pH 6.5 y 7.5, con
mayor preferencia a pH 6.0 o 7.4), fosfato de histidina
(preferentemente entre pH 6.0 a 8,0, més preferentemente
entre pH 6.5 y 7.5, con mayor preferencia a pH 6.0 o 7.4),
cloruro de histidina (preferentemente entre pH 6.0 a 8,0,

mas preferentemente entre pH 6.5 y 7.5, con mayor
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preferencia a pH 6.0 o 7.4). Los amortiguadores aplicados
en la invencidén son conocidos en la técnica y son
elaborados por métodos conocidos y disponibles de

proveedores comerciales.

La concentracidn de un amincacido, sal de lo mismo,
glicina, arginina, 1lisina, histidina, &cido aspéartico,
acido glutémico y sales de lo mismo, un amortiguador, tal
como entre otros amortiguador de Tris, amortiguador de
histidina, amortiguador de fosfato de arginina \%
amortiguador de fosfato en las - composiciones de 1la
invencién puede seleccionarse de los intervalos que
siguen: de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 500 mM,
de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 450 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 400 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 350 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 300 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 250 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 200 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 150 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 50 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 40 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 30 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 20 mM, de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 10 mM, de
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 500 mM, 10 hasta
aproximadamente 450 mM, 10 hasta aproximadamente 400 mM,
10 hasta aproximadamente 350 mM, 10 hasta aproximadamente
300 mM, 10 hasta aproximadamente 250 mM, 10 hasta
aproximadamente 200 mM, 10 hasta aproximadamente 150 mM,

de aproximadamente 30 hasta aproximadamente 500 mM, 30
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hasta aproximadamente 450 mM, 30 hasta aproximadamente 400
mM, 30 hasta aproximadamente 350 mM, 30 hasta
aproximadamente 300 mM, 30 hasta aproximadamente 250 nM,
30 hasta aproximadamente 200 mM, o 30 hasta
aproximadamente 150 mm.

Ya que un amortiguador de Tris la concentracién més
preferida es 30 a 100 mM, ya gue histidina almacena la
concentracién preferida en un buffer es 45 a 60 mM de o
250 a 350 mM, con mayor preferencia 50 mM de a 300 mM, vya
gue un amortiguador de fosfato la concentracién preferida
es 45 a 60 mM, ya que arginina almacena la concentracién
preferida en un buffer es 250 a 380 mM de y para un
amortiguador de glutamato la concentracién preferida es
250 a 360 mM, con mayor preferencia 280 a 360 mm.

En un aspecto preferido de la invencidn, la
formulacién comprende un modificador de la tonicidad. Como
se utiliza aqui, el término "modificador de la tonicidad"
pretende significar un compuesto o compuestos que poderse
usar para ajustar la tonicidad de una formulacidén liguida.
Los modificadores de .la tonicidad adecuados incluyen
glicerina, lactosa, manitol, dextrosa, cloruro de sodio,
sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, sulfato de sodio, sorbitol, trehalosa, sacarosa,
raffinose, maltosa y otros conocidos a aquellos o
habilidad comin en la técnica. En una modalidad, la
tonicidad de la formulacidén liquida se acerca la de la
tonicidad de sangré o plasma. Un modificador de la
tonicidad contribuye a la osmolalidad de la composicidn.
La osmolalidad del suero humano es de aproximadamente 250-
350mOsm/kg. Donde manténgase la estabilidad protéica vy
minimice la incomodidad del paciente, es generalmente

preferible que la formulacién sea isotdnica, es decir, que

AL



10

15

20

25

30

41

tenga la osmolalidad aproximadamente igual, con el liquido
sérico o sinovial humano. En consecuencia, la osmolalidad
de la composicidén es preferentemente de 180 a 420mOsm/kg,
mas preferentemente de 280 a 320mOsm/kg. Dentro de este
intervalo es la osmolalidad mas deseada, es decir,
isotonicidad. El término "isoténico" significa que la
formulacién de interés tiene esencialmente la misma
presidén osmética que la sangre humana. Las formulaciones
isotdénicas tendrdn generalmente una presién osmdética de
aproximadamente  270-328 mOsM. La presidén osmébdtica
ligeramente hipoténica es 250-269 y la presiédn osmdtica
ligeramente hipertdénica es 328-350 mOsm. La presién
osmbética puede cuantificarse, por ejemplo, al usar una
presién de vapor o congelacién de hielo teclean osmometer.

Sin embargo, el experto en la técnica entenderd que
la osmolalidad de la composicién puede ser mas elevada o
disminuir ya que las condiciones especificas requieren.
Una variedad de modificadores de la tonicidad se conoce en
la técnica (ver, p.ej, el parrafo de la Solicitud de
Patente Estadounidense 2003/0180287). Otros componentes de
la formulacién, incluyendo, entre otros, sales (p.ej,
cloruro de sodio, cloruro de potasio y citrato de sodio),
amortiguadores, disacaridos (p.ej, sacarosa, glucosa vy
manitol), agentes volumétricos y surfactantes, también
pueden contribuir a la osmolalidad de la composicién. La
concentracién del modificador de 1la tonicidad en la
formulacién estd preferentemente entre aproximadamente 1
mM de a 1000 mM, mds preferentemente aproximadamente 10 mM
de hasta aproximadamente 200 mm. Un modificador de la
tonicidad preferido aplicado en 1la formulacién de la
invencién es cloruro de potasio o cloruro de sodio,

preferentemente en una concentracién menor gque 150 mnM,
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menos que 100 mM, menos que 80 mM, menos que 50 mM, en una
concentracién de 10 a 50 mM, 40 a 90 mM, 40 a 120 mM, 50 a
120 mM, 50 a 150 mM, 80 a 150 mM, 80 a 120 mM, 40 a 45 mM,
80 a 90 mM, 100 a 150 mM, 100 a 120 mM, 42.5 mM, 89.5 mM,
116.5 mM de o 150 mm.

En algunas modalidades, 1la formulacidén comprende
ademas el cloruro de sodio (NaCl) . Particularmente
modalidades, la formulacién comprende 1-200mM, o menos que
50 mM, menos que 40 mM, menos que 35 mM, menos que 30 mM,
menos que‘25 mM, menos que 20 mM, menos que 15 mM, menos
que 10 mM, o menos que 5 mM de NaCI. En ciertas
condiciones, NaCI puede causar una dificultad durante la
liofilizacién o dar como resultado al aspecto de
opalescencia en el liofilizado reconstituido. En
consecuencia, en una modalidad menos preferida, la
formulacidén no comprende NaCI.

Ademds de la proteina CD-RAP, una formulaciédn como se
describe aqui también puede contener otras sustancias.
Estas sustancias incluyen, entre otras cosas, agentes
estabilizadores (estabilizadores).

En consecuencia, en un aspecto preferido, la
formulacién comprende un estabilizador. El término "agente
estabilizador" se refiere a un agente que mejora u otra
cosa potencia la estabilidad de la formulacidn,
particularmente de la proteina CD-RAP, Un agente
estabilizador ©puede ser un disacéarido, un alcohol
polihidrico, un quelante metdlico o una combinacién de
quelantes metalicos, un limpiador radical o combinaciones
de lo mismo.

Preferentemente, el disacarido cuando usado como el
agente estabilizador puede ser un no azlcar reductor,

p.ej, sacarosa, trehalosa o mannosa. En ciertas
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modalidades, la concentracién de disacéarido en la
composicidén se selecciona de los intervalos que siguen: de
0,5 al 5%, de 0,5 al 4%, de 0,5 al 3%, de 0,5 al 2,5%, de
0,5 al 2%, de 0,5 al 1,5%, de 0,5 al 1%, de 1 al 1,5%, de
1,5 al 2%, de 2 al 2,5%, de 2,5 al 3%, del 3 a 4%, del 4 a
5% o mas del 5% (p/v). Particularmente modalidades, la
concentracién de disacadrido en la composicién es de
aproximadamente 0.5 al 5%, por ejemplo aproximadamente 0,5
al 2,0% (p/v). Un estabilizador preferido aplicado en la
formulacidn de la invencidén es la sacarosa,
preferentemente en el 5,0% o el manitol, preferentemente
en el 5,0% (p/v).

El agente estabilizador también puede ser un alcohol
polihidrico como glicol, glicerol, erythritol, threitol,
arabitol, =xilitol, ribitol, manitol, sorbitol, dulcitol,
iditol, isomalta, maltitiol, lactitol o polyglycitol.

Otro estabilizador puede ser un quelante metalico o
una combinacién de quelantes metdlicos. En modalidades
especificas, los quelantes metalicos son DTPA, EGTA y DEF.
En algunas modalidades, la concentracién de DTPA o EGTA en
la formulacién proteinica abarca desde sobre 1uM hasta
aproximadamente 10 mM, de aproximadamente 1 uM hasta
aproximadamente 5 mM, de aproximadamente 10 uM hasta
aproximadamente 10 mM, 50 puM hasta aproximadamente 5 mM, o
de aproximadamente 75 uM hasta aproximadamente 2.5 mm. En
algunas modalidades, la concentracién de DEF en la
formulacidén proteinica abarca desde aproximadamente 1 uM
hasta aproximadamente 10 mM, de aproximadamente 1 uM hasta
aproximadamente 5 mM, de aproximadamente 10 uM hasta
aproximadamente 1 mM, o de aproximadamente 20 uM hasta
aproximadamente 250 uM.

El estabilizador también puede ser un limpiador de

[\
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radicales libres, sobre todo un limpiador de radicales
oxigénicos. En modalidades especificas, el limpiador de
radicales libres es el manitol o histidina. En algunas
modalidades, la concentracién de manitol en la formulacidn
proteinica abarca desde aproximadamente el 0,01% hasta
aproximadamente el 5%, aproximadamente del 0,1% hasta
aproximadamente el 5%, aproximadamente del 0,5% hasta
aproximadamente el 5%, o aproximadamente del 1% hasta
aproximadamente el 5%.

En otras modalidades, el agente que reduce la
agregacién de la proteina de 1la formulacién es una
combinacién de un quelante metdlico y un limpiador de
radicales libres. En algunas modalidades, el agente que
reduce la agregacidédn de una proteina o proteinas en una
formulacién es el citrato. En ciertas modalidades, la
concentracién de citrato en la formulacidén proteinica
abarca desde sobre 0.5mM de hasta aproximadamente 50 mM,
de aproximadamente 0.5mM de hasta aproximadamente 25 mM,
de aproximadamente 1 mM de hasta aproximadamente 35 mM, de
aproximadamente 5 mM de hasta aproximadamente 25 mM, o de
aproximadamente 5 mM de hasta aproximadamente 10 mm.

En una modalidad preferida, una formulacidén descrita
aqui comprende un excipiente. Preferentemente el
excipiente se selecciona a partir del grupo que comprende
un crioprotector, un lioprotector, surfactante, un agente
volumétrico, un antioxidante y combinaciones de lo mismo.

Los excipientes, también referidos aditivos como
quimicos, co-solutos o cosolventes, que preferentemente
estabilizan el ©polipéptido de CD-RAP mientras en la
solucidén (también en formas secadas o congeladas) también
puede agregarse a una formulacién de 1la invenciédn.

Preferentemente, los excipientes contribuyen a la
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estabilidad de la proteina CD-RAP, pero hay que entender
que los excipientes pueden contribuir otra cosa a las
propiedades fisicas, quimicas, y bioldégicas de la
formulacién. Los excipientes son conocidos en la técnica vy
son elaborados por métodos conocidos y disponibles de
proveedores comerciales.

Los ejemplos de excipientes incluyen entre otras
cosas los azucares/polioles como: sacarosa, lactosa,
glicerol, xilitol, sorbitol, manitol, maltosa, inositol,
trehalosa, glucosa; polimeros como: albumina sérica
(albliimina sérica de Dbovino (BSA), SA  humano o HA
recombinante), .dextrdn, PVA, hidroxipropil metilcelulosa
(HPMC), polietilenimina, gelatina, polivinilpirrolidona
(PVP), hidroxietilcelulosa (HEC), hydroxyethylstarch
(HES); solventes no acuosos como: alcoholes polihidricos,
(e. g., PEG, etilenglicol y glicerol) dimethysulfoxide
(DMSO) y dimetilformamida (DMF) ; aminoacidos como:
prolina, L-serina, A&cido glutédmico de sodio, alanina,
glicina, clorhidrato de la lisina, sarcosine y &acido gama-
aminobutirico; surfactantes como: Tween-80, Tween-20, SDS,
polisorbato, copolimero del polioxietileno; y excipientes
diversos como: fosfato de potasio, acetato de sodio,
sulfato de amonio, sulfato de magnesio, sulfato de sodio,
N-6xido de trimetilamina, betaina, iones metalicos (e. g.,
zinc, cobre, calcio, manganeso |y magnesio), CHAPS,
monolaurato, 2-0-beta-mannoglycerate o cualquier
combinacién del mayor que. En ciertas modalidades, 1la
concentracién de surfactante en la formulacidn abarca
desde 0.001 al 5,0%, de 0,001 al 2,5%, de 0,001 al 1%, de
0,001 al 0,5%, de 0,001 al 0,2%, de 0,001 al 0,1%, de
0,001 al 0,05%, de 0,001 al 0,01%, o de 0,001 al 0,005%

por peso.
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"Los crioprotectores” incluyen sustancias que
proporcionan la estabilidad a la proteina congelada
durante produccidén, congelacién, almacenamiento, manejo,
distribucidn, reconstitucidn e} uso. En un aspecto
particular, "los crioprotectores" incluyen sustancias que
protegen la proteina de tensiones inducidas por el proceso
helado. Los <crioprotectores pueden tener efectos del
lioprotector. Los ejemplos no limitantes de
crioprotectores incluyen los azlcares, como sacarosa,
glucosa, trehalosa, manitol, mannosa y lactosa; polimeros,
como dextran, almiddédn del hidroxietilo y polietilenglicol;
surfactantes, como polisorbatos (p.ej, PS-20 o PS-80); vy
aminoacidos, como glicina, arginina, leucina y serina. Un
crioprotector que muestra la toxicidad baja en sistemas
biolbdgicos generalmente se usa. El crioprotector, de ser
incluido en la formulacidén, se agrega a una concentracidén
final de entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el
10% (p/v), preferentemente a una concentracién final de
0,5 al 8% (p/v), 0.5 al 6% (p/v), 0.5 al 8% (p/v), 0.5 al

5% (p/v), el 1 a 8% (p/v), el 1 a 6% (p/v), el 1 a 8

o

(p/v), el 1 a 5% (p/v), 1.5 al 8% (p/v), 1.5 al 6% (p/v),
1.5 al 8% (p/v), 1.5 al 5% (p/v), el 2 a 8% (p/v), el 2 a
6% (p/v), el 2 a 8% (p/v), 2 al 5,5% (p/v).

Un disacarido como se describe aqui puede actuar como
un lioprotector o <crioprotector. "Los lioprotectores"
incluyen sustancias que previenen o reducen la
inestabilidad quimica o fisica de una proteina mediante
liofilizacién y almacenamiento subsecuente. En un aspecto,
el lioprotector previene o reduce instabilities quimico o
fisico en la proteina ya que agua se elimina de la
composicidén durante el proceso de secado. En un aspecto

adicional, el lioprotector se estabiliza la proteina por
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la ayuda mantienen la conformacién apropiada de la
proteina a través de unidén de hidroégeno.

En consecuencia, en un aspecto, un disacédrido como se
describe aqui puede servir para estabilizar la proteina
CD-RAP durante la congelacién. Como la proteccidén durante
la congelacidén puede depender mediante la concentracién
absoluta del disacdrido (Carpintero et al., Pharm. Res.
(1997), 14:969-975, las concentraciones mayores que el 5%
pueden ser necesarias para maximizar la estabilidad.

En un aspecto, el disacdrido estabiliza la proteina
CD-RAP durante el secado. La proteccién durante el secado
puede depender mediante la relacién masica final entre la
relacién méasica final entre el disacdrido y la proteina.
Carpintero et al., Investigacién Farmacéutica 14:969-975
(1997). En consecuencia, en algunas modalidades, 1la
concentracién de disacadrido se selecciona para lograr la
relacién masica deseada del disacdrido a la proteina, por
lo comin al menos 1:1. En algunas modalidades, 1la
estabilidad se optimiza en un disacédrido: relacién masica
protéica de aproximadamente 5:1. En otras modalidades, la
relacidén masica disaccharidé:protein es 10:1, 20:1, 30:1,
40:1, 50:1, 100:1, 200:1, 300:1, 400:1, 500:1, 600:1,
700:1, 800:1, 900:1, 1000:1, o mayor que 1000:1.

En una modalidad, un lioprotector se agrega a una
formulacién descrita aqui. El término "lioprotector" como
se utiliza aqui, incluye a agentes que proporcionan la
estabilidad a la proteina durante la liofilizacidn o
proceso de la deshidratacién (liofilizar primario vy
secundario - ciclos), al proporcionar una matriz vitrea
amorfa y al unir con la proteina a traves de la unién de
hidrégeno, al sustituir las moléculas hidricas que se

eliminan durante el proceso de secado. Esto ayuda a donde
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mantenerse la conformaciodon protéica, minimizar la
degradacién protéica durante el ciclo de la liofilizacidn
y mejorar la estabilidad del producto a largo plazo. El
lioprotector se agrega a la formulacién preliofilizada en
un "lyoprotecting cantidad" que significa que, siguiente
1a liofilizacién de la proteina CD-RAP en la presencia de
la cantidad lyoprotecting del lioprotector, la proteina
esencialmente mantiene su estabilidad fisica y quimica e
integridad mediante liofilizacidn y almacenamiento.

Los ejemplos no limitantes de lioprotectores incluyen
los azuUcares, como sacarosa © trehalosa; un aminoacido,
como glutamato de monosodio, glicina o histidina; wuna
metilamina, como betaina; una sal liotrépica, como sulfato
de magnesio; un poliol, <como trihydric o alcoholes
polihidricos més elevados, p.ej, arabitol, xilitol,
sorbitol y manitol; polietilenglicol; pluronics; y
combinaciones de lo mismo. La cantidad de lioprotector
adicionado a una formulacién es generalmente una cantidad
gue no da como resultado a una cantidad inaceptable de la
degradacién/agregacién de la proteina cuando se liofiliza
la formulacién proteinica. Donde el lioprotector es un
azticar (como sacarosa o trehalosa) y la proteina es un
anticuerpo, los ejemplos no limitantes de concentraciones
del lioprotector en la formulacidn proteinica son de
aproximadamente 10 mM de hasta aproximadamente 400 mM, vy
preferentemente de aproximadamente 30 mM de  hasta
aproximadamente 300 mM, vy con mayor preferencia de
aproximadamente 50 mM de hasta aproximadamente 100 mm. En
ciertas modalidades, surfactante puede incluirse en la
formulacién.

Otro excipiente preferido es surfactante. El término

"surfactantes" generalmente incluye a aquellos agentes que
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protegen la proteina CD-RAP del aire/solucién tensiones
inducidas por la interconexién y tensiones inducidas de
solucidén/superficie. Por ejemplo surfactantes pueden
proteger la proteina de la agregacidn.

Los ejemplos de surfactantes incluyen, entre otras
cosas, surfactantes no idnicos, como polisorbatos (p.ej,
polisorbato 80 o polisorbato 20); poloxémeros (p.ej,
poloxamero 188); Tritdén, dodecil sulfato sdédico (SDS);

sulfato del laurel de sodio; glucdsido del octilo de

sodio; sulfobetaina del laurilo, sulfobetaina del
miristilo, linoleyl-sulfobetaina, sulfobetaina del
estearilo, laurilo-sarcosine, miristilo-sarcosine,

linoleyl-sarcosine, estearilo-sarcosine, linoleyl-betaina,
miristilo - betaina, betaina del cetilo, lauroamidopropyl-
betaina, betaina de cocamidopropil, linoleamidopropyl-
betaina, myristamidopropyl-betaina, palmidopropyl-betaina,
isostearamidopropyl-betaina (p.ej, laurcamidopropyl),
myristarnidopropyl-, palmidopropyl-, o)
isostearamidopropyl-dimetilamina; metilo de sodio cocoyl-u
ofeyl-taurato de metilo disdédico; y la serie de Monaquat
(Mona Industries, Inc., Paterson, Nueva Jersey) Glicol de
polietilo, glicol del polipropilo y copolimeros de etileno
y propilenglicol (p.ej, pluronics, PF68). La cantidad de
surfactante adicionado es tal gque mantiene la agregacidn
de la proteina reconstituida a un nivel aceptable como
evaluado al usar, p.ej, HPLC de SEC para determinar el
porcentaje de especies de elevado peso molecular (HMW) o
especies de bajo peso molecular (LMW),. y minimiza 1la
formacién de particulados después de la reconstitucidén de
un liofilizado de una formulacidén proteinica descrita
aqui. Por ejemplo, surfactante puede encontrarse en una

formulacién (liquido, o antes de la reconstitucién de un
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liofilizado) en una cantidad de aproximadamente 0.001
hasta aproximadamente el 0,5%, p.ej, de aproximadamente
0.05 hasta aproximadamente el 0,3%. Surfactante preferido
aplicade en la formulacién de 1la invencién es el
polisorbato 20 u 80.

Un mayo del excipiente preferido adicional por un
agente volumétrico. A saber, en un aspecto de 1la
invencién, se contempla que la formulacién de la invencidn
se prepara en una formulacién a granel y como tal, los
componentes de la composicién farmacéutica se ajustan de
modo que sea mas elevado que se requeriria para la
administracién y se diluiria apropiadamente antes de la
administracién.

El término "agente volumétrico" como se utiliza aqui,
incluye a agentes que proporcionan la estructura del
producto liofilizado sin interactuar directamente con el
producto farmacéutico. Ademds del suministro de un
concentrado farmacéuticamente elegante, los agentes
volumétrices también pueden conferir calidades Utiles en
cuanto a modificacién de la temperatura de -colapso,
suministro de la proteccién del congelar-deshielo vy
potenciar la estabilidad protéica sobre el almacenamiento
a largo plazo. Los ejemplos no limitantes de agentes
volumétricos incluyen el manitol, glicina, la lactosa y la
sacarosa. Los agentes volumétricos pueden ser cristalinos
(como glicina, manitol o cloruro de sodio) o amorfos (como
el dextran, almiddédn del hidroxietilo) y generalmente se
usan en formulaciones proteinicas en una cantidad del 0,5%
al 10%.

Preferentemente, el agente volumétrico aplicado en la
formulacién de la invencién promueve la formacidén de un

concentrado que es estéticamente aceptable, uniforme, o
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mecanicamente concentrado. Los agentes volumétricos
también preferentemente promueven la formacién de una
estructura del poro abierta y la facilidad y la velocidad
de la reconstitucién. Los agentes volumétricos también
preferentemente reducen o previenen el <colapso del
concentrado, derretirse eutéctico o la retencidén de 1la
humedad residual. En otro aspecto, los agentes
volumétricos preferentemente ayudan a proteger la proteina
CD-RAP contra tensiones (p.ej, tensiones fisicas vy
gquimicas) y ayuda mantienen la actividad protéica.

En ciertas modalidades, la concentracién de agente
volumétrico en la composicién se selecciona de los
intervalos que siéuen: del 1 a 10%, del 1 a 8%, del 1 a
5%, del 2 a 8%, del 2 a 6%, de 2,5 al 6%, de 0,5 al 1%, de
1l al 1,5%, de 1,5 al 2%, de 2 al 2,5%, de 2,5 al 3%, de 3
al 3,5%, de 3,5 al 4%, de 4 al 4,5%, de 4,5 al 5%, mas del
5%, de 0,5 al 5%, de 0,5 al 4%, de 0,5 al 3%, de 0,5 al
2,5%, de 0,5 al 2%, de 0,5 al 1,5%, o de 0,5 al 1%. En
ciertas modalidades, la concentracidn de agente
volumétrico en la composicidén es 0.5 al 5%, por ejemplo
0.5 al 3%, incluso mas exactamente 1.8 al 2%.

Otro excipiente preferido puede ser un antioxidante.
Como se utiliza aqui, un "antioxidante" es una molécula
capaz de disminucidén o prevencién de la oxidacidn de otras
moléculas. La oxidacién es una reaccidén quimica que
transfiere electrones de una sustancia a un agente
oxidante. Para usarlos en los métodos de la invenciédn, los
antioxidantes fisioldégicamente aceptables son del interés.
Tales antioxidantes incluyen, entre otras cosas, agentes
reductores, acido ascérbico (vitamina C), acido lipoico,
melatonina, &cido urico, carotenos, retinoles, tocoferoles

y tocotrienoles, p.ej a-tocoferol (vitamina E), ubiquinona
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(coenzima Q), y lo similar.

En algunas modalidades, la formulacidn puede contener
opcionalmente un conservante. Un "conservante” es un
compuesto que puede agregarse a las formulaciones aqui
para reducir la actividad bacteriana. La adicidén de un

conservante puede facilitar, por ejemplo, la produccién de

un multiuso formulacidén (multidosis). Los ejemplos de
conservantes potenciales incluyen cloruro de
octadecildimetilbencilamonio, cloruro de hexametonio,
cloruro del Dbenzalconio (una mezcla de cloruros de

alquilbencildimetilamonio donde 1los grupos alquilo son
compuestos de la larga cadena), y cloruro del bencetonio.
Otros tipos de conservantes incluyen alcoholes aromaticos
comc fenol, butilo y alcohol bencilico, parabenos de
alquilo como metilo 0 propil parabeno, catecol,
resorcinol, ciclohexanol, de 3 pentanoles, y m cresol. El
conservante mas preferido aqui es el alcohol bencilico.
Los Ejemplos anexados (ver Ejemplos 3 y 4) se
manifiestan (también ver la Figura 6, 7, 10 y 11) que los
ciclos de congelacidén-descongelacién en las formulaciones
analizadas (excepto el CD-RAP en 50 mM de fosfato de
potasio/5 Sacarosa de % y 150 mM del pH de glicina 6.0) no
tienen ningun efecto en la estabilidad protéica. En el
ultimo caso una disminucidn significativa en la
concentracién de CD-RAP después del tercer se
congela/descongela el ciclo puede observarse. Sin embargo,
en todas otras formulaciones la solucidén es traslucida
después de cada ciclo helado. Combinado con los resultados
a partir de la cuantificacidn de Rth—RAP por UV/Vis esto
soluciona el ©problema de la presente invencidén vy
resultados en condiciones adecuadas para el RHCD-RAP en

elevadas concentraciones.
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En consecuencia, en modalidades mas preferidas una
formulacién de la invencidén es un liquido, preferentemente
acuoso, formulacién que comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25 o 30mg/mL de CD-RAP y un amortiguador seleccionado del
grupo que comprende el potasio o el fosfato de sodio,
TRIS, histidina, arginina y el amortiguador de glutamato y
un aminoacido seleccionado del grupo gue comprende
aspartato, glutamato (preferentemente fosfato de
glutamato), arginina (preferentemente fosfato de arginina
o cloruro de arginina), histidina (preferentemente cloruro
de histidina o fosfato de histidina), lisina y glicina.

Glutamato, aspartato, arginina, histidina, la lisina
y glicina preferentemente se encuentran en la formulaciédn
en una cantidad del 2,5% (p/v). Preferentemente, el
amortiguador y el aminodcido se seleccionan de modo que
éstos proporcionen la estabilidad a la proteina CD-RAP mas
de 5 se congelan/descongelan ciclos (5°C a-25°C,
refrigeracién y tasa de calentamiento 1.0°C/min con una
etapa isotérmica de 15 minutos entre cada ciclo).

En consecuencia, modalidades particularmente
preferidas una formulacién de la invencidén es un liquido,
preferentemente acuoso, formulacidn que comprende al menos
30mg/mL de CD-RAP y 50 mM de cloruro TRIS y el 2,5% de
glutamato; 50 mM de histidina y el 2,5% (p/v) de glicina,
el 2,5% (p/v), glutamato (p/v) o el 2,5% (p/v) de lisina;
300 mM de pH de cloruro de histidina 6.0; 50, 100, 200 o
300 mM de pH de fosfato de histidina 6.0; 350 mM de pH de
cloruro de arginina 6.0; 350 mM de pH de fosfato de
arginina 6.0; 350 mM de pH de fosfato de arginina 7.4;7 ©
300 mM de pH de glutamato de potasio 6.0. Estas
formulaciones pueden comprender opcionalmente un

estabilizador, modificador de la tonicidad y/o excipiente
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como se describe aqui.

Hay que entender que los ciertos componentes de la
composicidn pueden intercambiarse con alternativas
conocidas en la técnica. Sin embargo, un experto en la
técnica también entenderd que la inclusién de ciertos
componentes impedird el uso de otros componentes,

concentraciones o métodos para preparar la formulacién,

por motivos que incluyen, entre otras cosas, la
compatibilidad quimica, el pH, la tonicidad y la
estabilidad.

Como mencionada aqui, esta solicitud generalmente se
relaciona con el descubrimiento que la adicién de un
aminodcido cargado a una formulacidén puede reducir la
agregacién de la proteina CD—RAP en elevadas
concentraciones en una formulacién. Sin tener en cuenta 1lo
que hace que una proteina CD-RAP en elevada concentracién
en una formulacidén agregue, la adicidén de un aminoécido
cargado o una combinacién de los aminodcidos cargados como
se describe aqui reducen la agregacidén de la proteina CD-
RAP en la formulacidén. En ciertas modalidades, la adicién
de un aminodcido cargado reduce la agregacién en una
formulacién causada, por ejemplo, por almacenamiento,
exposicidén a elevadas temperaturas, exposicién a la luz,
exposicién al esfuerzo cortante, la presencia de
surfactantes, pH vy condiciones idnicas 'y cualquier
combinacién de lo mismo.

Esta medida descubrié por 1los inventores de la
presente se pueden usar para disminuir la agregacidén de
proteinas de CD-RAP formuladas, particularmente en la
forma liquida. La agregacién reducida asi preferentemente
se observa en una formulacién liquida. Se supone gue una

agregacién reducida también puede observarse cuando
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almacenado directamente en la forma liquida para el uso
posterior, almacenado en un estado congelado y se
descongeldé antes del uso, o prepard en una forma secada,
tal como un licfilizado, secado al aire, o se secd por
aspersién la forma, para la reconstitucidn posterior en
una forma liquida u otra forma antes del uso.

Asi, se preve que una formulacién descrita aqui pueda
almacenarse por cualquier método conocido al experto en la
técnica. Los ejemplos no limitantes incluyen la
congelacién, de liofilizacidén, y secado por pulverizacidn
la formulacién.

En algunos casos, las formulaciones proteinicas se
congelan para el almacenamiento. En consecuencia, se desea
esto la formulacidén ser relativamente estable en tales
condiciones, incluyendo bajo ciclos del congelar-deshielo.
Un método para determinar la conveniencia de una
formulacién debe someter una formulacidén de la muestra con
al menos dos, p.ej, tres a diez ciclos de congelacidn y
deshielo (por ejemplo por deshielo rapido a temperatura
ambiente o deshielo lento en hielo), determinacién de la
cantidad de especies de bajo peso molecular (LMW) y/o
especies de elevado peso molecular (HMW) que se acumulan
después de los ciclos del congelar-deshielo y comparacidn
de ella a la cantidad de especies LMW o especies HMW
presenta en la muestra antes del procedimiento del
congelar-deshielo. Un aumento de las especies LMW o HMW
indica la estabilidad disminuida de una proteina
almacenada como parte de la formulacién. Cromatografia
liquida de alta eficiencia de exclusién del tamano (HPLC
de SEC) poderse usar para determinar la presencia de
especies LMW y HMW.

En algunos casos, las formulaciones proteinicas

6?(
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pueden almacenarse como un liquido. En consecuencia, como
se describe aqui, se desea esto la formulacién liquida ser
estable en tales condiciones, incluyendo a diversas
temperaturas. Por ejemplo, un método para determinar la
conveniencia de una formulacién debe almacenar la
formulacién de la muestra a varias temperaturas (tal como
2-8, 15, 20, 25, 30, 35, 40, y 50°C) y monitorizacién de
la cantidad de especies HMW y/o LMW que se acumulan con el
tiempo. Mas pequefio las cantidades de especies HMW y/o LMW
que se acumulan con el tiempo, mejor la condicidn de
almacenamiento para la formulacién. Ademas, el perfil de
la carga de la proteina puede ser monitorizado por la
cromatografia liquida de alta eficiencia por intercambio
catiénico (CEX-HPLC). Alternativamente, las formulaciones
pueden almacenarse después de la liofilizaciédn.

El término "liofilizado" o "liofilizado" incluye un
estado de una sustancia que se ha sometido a un
procedimiento del secado como la liofilizacidén, donde al
menos el 90% preferentemente el 95%, con mayor preferencia
se ha eliminado el 98% de la humedad. En consecuencia, el
término "liofilizacién" como se utiliza aqui, se refiere a
un proceso por el cual el material secarse se congela
primero seguido de la eliminacién de hielo o solvente
congelado por la sublimacién en un ambiente al vacio. Un
excipiente (p.ej, lioprotector) puede incluirse en
formulaciones que deben liofilizarse para potenciar la
estabilidad del producto liofilizado mediante
almacenamiento. El término "reconstituida de la
formulacién” como se utiliza aqui, se refiere a wuna
formulacién que se ha preparado al disolver una
formulacién proteinica liofilizada en un diluyente tal que

la proteina se dispersa en el diluyente. El término
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"diluyente" como se utiliza aqui, es una sustancia que es
farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para la
administracién a un humano) y es util para la preparacidn
de una formulacién  liquida, como  una formulacién
reconstituida después de la liofilizacidn. Los ejemplos no
limitantes de diluyentes dincluyen agua estéril, agua
pacteriostatico para inyeccién  (BWFI), una solucién
amortiguada del pH (p.ej, solucién salina amortiguada con
fosfato-), solucién salina estéril, solucidén de Ringer,
solucién dextrosa o soluciones acuosas de las sales y/o
amortiguadores.

Al analizar una formulacién de la estabilidad del
componente protéico de la formulacién después de gque la
liofilizacién es util para determinar la conveniencia de
una formulacién. El método es similar a esto descrito
anteriormente para la congelacioén, salvo que la
formulacién de la muestra se liofiliza en vez de
congelado, reconstituido al wusar un diluyente, Yy la
formulacién reconstituida se analiza para la presencia de
especies LMW y/o especies HMW. Un aumento de especies LMW
o HMW en la muestra liofilizada comparado con una
formulacién de la muestra correspondiente que no es
liofilizada indica la estabilidad disminuida en la muestra
liofilizada.

En algunos casos, una formulacién se seca por
aspersién y luego se almacena. Para secarse por aspersion,
una formulacién liquida se atomiza por aerosoles en la
presencia de un flujo de gas deshidratado. Agua se elimina
de las goticulas de la formulacidn en el flujo de gas, las
particulés dando como resultado secadas de la formulacidn
del férmaco.' Los excipientes pueden incluirse en la

formulacién a (i) protegen la proteina durante la
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deshidratacidén que se seca por aspersidén, (ii) protegen la
proteina durante el almacenamiento después del secado por
pulverizacién - y/o 1ii) proporcionan las propiedades de
solucidén adecuadas para la aplicacién en aerosol. E1
método es similar a esto descrito anteriormente para la
congelacién, salvo que la formulacidén de la muestra se
seca por aspersidén en vez de congelado, reconstituido en
un diluyente, y la formulacidén reconstituida se analiza
para la presencia de especies LMW y/o especies HMW. Un
aumento de especies LMW o HMW en la muestra secada por
aspersidén comparado con una formulacién de la muestra
correspondiente que no es liofilizada indica la
estabilidad disminuida en el aerosol - muestra secada.

Las formulaciones 1liofilizadas son por lo comun
reconstituidas para el uso por la adicidén de una solucidn
acuosa para disolver la formulacidén 1liofilizada. Una
amplia variedad de soluciones acuosas poderse usar para
reconstituir una formulacidén liofilizada. Preferentemente,
las formulaciones liofilizadas son reconstituidas al usar
el agua. Las formulaciones liofilizadas son
preferentemente reconstituidas con una solucién que
comprende esencialmente en agua (p.ej, USP WFI, o agua
para 1inyeccidén (WFI)) o agua bacteriostatico (p.ej, USP
WFI con el alcohol bencilico del 0,9%). Sin embargo, las
soluciones que comprenden amortiguadores y/o excipientes
y/0 uno o mas farmacéuticamente aceptable transportan
también puede usarse.

Las formulaciones liofilizadas o liofilizadas por lo
comin se preparan de liguidos es decir de soluciones,
suspensiones, emulsiones, y lo similar. Asi, el liquido
que debe experimentar a la liofilizacidn o la

liofilizacidn preferentemente comprende todos los



10

15

20

25

30

59

componentes deseados en una formulacién liquida
reconstituida final. Como resultado, cuando reconstituido,
1a formulacién liofilizada o liofilizada hara una
formulacién liquida deseada mediante reconstitucidn.

En otro aspecto de la invenciédn, la formulacién se
preve para usarlo en la terapia. En consecuencia, la
invencidén preve una composicién farmacéutica (o
medicamento) que comprende la formulacién descrita aqui.

En aun otra modalidad, la invencién proporciona un
método para tratar un paciente que comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva
de la formulacién descrita aqui, donde el paciente tiene
una enfermedad o trastorno que puede ser beneficiosamente
sometida a tratamiento con un polipéptido de CD-RAP.

Preferentemente, la formulacién descrita aqui se
aplica en la profilaxis y/o tratamiento de una enfermedad
que puede evitarse y/o sometido a tratamiento con el CD-
RAP.

El término "paciente" pretende incluyen organismos
vivos. Los ejemplos de pacientes incluyen mamifercs, p.ej,
humanos, perros, vacas, caballos, diablos (raspatubo),
ovejas, cabras, gatos, ratones, conejos, ratas y animales
no humanos transgénicos. En modalidades preferidas de la
invencién, el paciente es un humano.

El término "efectiva de la dosis" o "dosis efectiva"
se define como una cantidad suficiente para lograr o
lograr al menos parcialmente el efecto deseado. El1 término
"terapéuticamente efectiva de la dosis" se define como una
cantidad suficiente para curar o detener al menos
parcialmente la enfermedad y sus complicaciones en un
paciente que ya padece de la enfermedad. Las cantidades

efectivas para este uso dependeran mediante la severidad
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de la infeccién y el estado general del propio sistema
inmunitario del paciente. El término "paciente" incluye al
humano y otros pacientes de mamifero que reciben el uno o
el otro tratamiento profildctico o terapéutico.

La dosis adecuada o cantidad terapéuticamente
efectiva, de la formulacién dependeréd de la condicidén de
someterse a tratamiento, la severidad de la condicibdn,
terapia previa, e historial clinico del ©paciente vy
respuesta al agente terapéutico. La dosis apropiada puede
ajustarse segun el juicio del médico que atiende tal que
puede administrarse a la una vez del paciente o sobre una
serie de administraciones. La composicién farmacéutica
puede administrarse como una suela terapéutica o combinada
con terapias adicionales segun sea necesarias.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién son
particularmente utiles para la administracidén parenteral,
es decir, subcutaneamente, intramuscularmente,
intravenosamente, intraarticulares y/o intrasinoviales. La
administracién parenteral puede ser por inyeccidén en bolo
o infusién continua.

En una modalidad preferida, la inyeccidén es una
inyeccién local o no sistémica, preferentementé en
sinovias, sinovias liquido espacial, sinovial, o é&rea
conjunta, subcondral sinovial, defecto osteocondral,
espacio intraarticular preferentemente de la rodilla,
borde saliente, cadera, pulgar, articulacién
temporomandibular © articulacién de la cara, anillo
fibrosus, nucleo pulposus, nucleo pulposus espacio,
intradiscally o transdically. Ma&s preferentemente, la
inyeccién es una inyeccidn intraarticular preferentemente
en la rodilla, borde - saliente, cadera, pulgar,

articulacién temporomandibular o articulacién de la cara.
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Adicionalmente preferentemente, la inyeccién
intraarticular es una inyeccidén intraarticular en el
ligquido sinovial de ‘la articulacién de la cara o la
articulacién temporomandibular. Una inyeccién preferida
adicional es una inyeccién en el cuarto subsinovial o area
o una inyeccién en el defecto condral u osteocondral.
También abarcado es una inyeccién en el defecto condral u
osteocondral antes o después del cierre del defecto con
una membrana. La membrana puede ser, entre otras cosas, un
periosteo o una membrana del colageno. En otra modalidad
preferida la membrana es una membrana que comprende del
colageno tipo I, tipo del coléageno III, porcino o colageno
tipo I de la rata o tipo III, &cido hialurénico o derivado
de lo mismo. Una ventaja del cierre del defecto antes de
la inyeccién de la formulacién debe reducir la dilucidn de
la formulacién o que aumentar la concentracién local del
ingrediente activoe de la formulacién. La membrana
adicionalmente actila como el agente bioadhesivo para la
unién de células.

Si la formulacién proteinica se ha liofilizado, el
material liofilizado es reconstituido primero en un
liquido adecuado antes de la administracién. El material
liofilizado puede ser reconstituido en, p.ej, agua
bacteriostatico para inyeccién (BWFI), solucidén salina
fisioldgica, solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS), una solucién acuosa o la misma formulacién en la
cual la proteina tiene sido antes de la liofilizacidn.

Las composiciones farmacéuticas para la inyeccidn
pueden presentarse en la forma de dosificacidn unitaria,
p.ej, en ampolletas o en recipientes de la multidosis, con
un conservante adicionado. Ademas, varios enfoques de la

administracién del farmaco recientes se han desarrollado y
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las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
son adecuadas para la administracién al usar estos nuevos
métodos, e. g., Inyectar-facilidad, Genject, plumas del
inyector como Genen y dispositivos sin aguja como
MedidJector y BioJector. La presente composicidn
farmacéutica también puede adaptarse para aun para ser
métodos de administracién descubiertos. También ver
Langer, 1990, Ciencia, 249: 1527-1533.

La composicidén farmacéutica también puede formularse
como una preparacién de liberacién lenta. Tales
formulaciones de accién duradera pueden administrarse por
el implante (por ejemplo subcutdneamente, en el ligamento
o0 tenddén, subsinovialmente o intramuscularmente), por 1la
inyeccién subsinovial o por la inyeccién intramuscular.
Asi, por ejemplo, las formulaciones pueden modificarse con
materiales poliméricos o hidrofébicos adecuados (por
ejemplo como una emulsidén en aceite aceptable) o resinas
de intercambio idénico o derivados tan frugalmente
solubles, por ejemplo, como una sal frugalmente soluble.

Las composiciones farmacéuticas también pueden estar
en una variedad de formas de liberacién lenta
convencionales empleadas para la administracién para
proporcionar composiciones reactivas. Estos incluyen, por
ejemplo, sélido, semisdlido 'y  formas liquidas de
dosificacidén, como soluciones o suspensiones liquidas,
suspensiones acuosas, geles, cremas, balsamos, emulsiones,
lociones, polvos, aerosoles, espumas, pastas, ungilientos,
bédlsamos, balsamos y disminuciones.

Las composiciones farmacéuticas, de ser deseadas,
pueden presentarse en un vial, paquete o dispositivo del
dosificador gque puede contener uno o mas formas de

dosificacién unitaria que contienen el ingrediente activo.
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En una modalidad el dispositivo del dosificador puede
comprender una Jjeringa que tiene una dosis uUnica de la
formulacién liquida lista para inyectarse. La jeringa
puede ser acompanada por instrucciones para la
administracién.

La composicidn farmacéutica puede comprender ademas
componentes farmacéuticamente aceptables adicionales.
Otros portadores farmacéuticamente aceptables, excipientes
o estabilizadores, como los descritos en las Ciencias
Farmacéuticas de Remington 16ta edicidén, Osol, A. El
editor (1980) también puede incluirse en una formulacién
proteinica descrita aqui, a condicién de que éstos no
afecten negativamente las caracteristicas deseadas de 1la
formulacién. Como se utiliza aqui, "el portador
farmacéuticamente aceptable" significa cualesquiera
solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, isotédénicos y agentes de
retraso de absorcidén, compatibles con la administracién
farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para
sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la
técnica. Los portadores aceptables, los excipientes o los
estabilizadores son no téxicos a receptores en las dosis y
concentraciones empleadas e incluyen: agentes
amortiguadores adicionales; conservantes; cosolventes;
antioxidantes, incluyendo acido ascdrbico y metionina;
agentes quelantes como EDTA; complejos metalicos (p.ej,
Zn-complejos-proteinicos); polimeros biodegradables, como
poliesteres; contraiones que forman la sal, como sodio,
alcoholes polihidricos polihidricos; aminoacidos, como
alanina, glicina,

asparagina, de 2 fenilananinas, y treonina; azlcares

o alcoholes ©polihidricos, como lactitol, stachyose,



10

15

20

25

30

64

mannosa, sorbose, xilosa, ribosa, ribitol, myoinisitose,
myoinisitol, galactosa, galactitol, glicerol, cyclitols
(p.ej, 1inositol), polietilenglicol; azufre que contiene
agentes reductores, como glutatién, thioctic A4cido,
tioglicolato de sodio, thioglycerol, [alfa]-
monothioglycerol y sulfato del tiol de sodio; proteinas de
bajo peso molecular, como albuimina sérica humana, albumina
sérica de bovino, gelatina u otras inmunoglobulinas; vy
pelimeros hidrofilicos, como polivinilpirrolidona.

Las formulaciones descritas aqui son utiles como
composiciones farmacéuticas en el tratamiento vy/o la
prevencidn de una enfermedad o trastorno en un paciente
que lo necesita. El término "tratamiento" se refiere tanto
a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas. El tratamiento incluye la solicitud o la
administracién de la formulacién al cuerpo, un tejido
aislado o célula de un ©paciente que tiene una
enfermedad/trastorno, un sintoma de una
enfermedad/trastorno o una predisposicién hacia una
enfermedad/trastorno, con el objetivo de curar, cura,
alivia, alivia, altera, remedia, mejora, mejora o afecta
la enfermedad, el sintoma de la enfermedad o la
predisposicidén hacia la enfermedad.

Aquellos "en la necesidad del tratamiento” incluyen a
aquellos ya con el trastorno, asi como aquellos donde el
trastorno debe evitarse. El término "trastorno" es
cualquier condicidén que se beneficiaria del tratamiento
con la formulacién proteinica descrita aqui. Esto incluye
trastornos crénicos y agudos o enfermedades que incluyen
aquellas afecciones patoldégicas que predisponen el
mamifero al trastorno antes mencionado. Los ejemplos no

limitantes de trastornos para someterse a tratamiento aqui
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incluyen enfermedades degenerativas, hueso y/o cartilago
y/o defecto del cartilago articular, una enfermedad
inmunolégica la inflamacién preferentemente crénica de una
articulacién, hueso o tejido del cartilago como la
artritis (incluyendo entre otros la osteoartritis, 1la
artritis reumatoide) y un trastorno medular como la
enfermedad del disco degenerativa. En una modalidad
preferida el trastorno medular es lumbago bajo idiopéatico,
herniacién del disco, interrupcidén del disco interna o
discos rasquebrajados, la radiculopatia, estenosis
medular, hernié el ntcleo ciédtica pulposus-inducida,
cidtica, escoliosis idiopatica o mielopatia.

El término "degenerativas de enfermedades" significa
enfermedades o defectos con la estructura del cartilago
disminuida como degeneracién del cartilago o destruccidn
con o sin la participacién de estructuras huesudas.
Preferentemente, las enfermedades degenerativas son
enfermedades del cartilago degenerativas. Estos incluyen
el trastorno conjunto temporomandibular (TMDs), acetabular
labrum trastornos, artritis, osteoartritis, artritis
reumatoide, artritis psoriatica, artritis crénica juvenil,
rhizomelic pseudoartritis, poliartritis reumatoide,

enfermedad del disco degenerativa, defectos condrales u

osteocondrales, defecto condral focal, defecto
osteocondral focal, defectos condrales superficiales,
osteochondritis dissecans, grosor lleno defectos
condrales, grosor parcial defectos condrales,

chondromalacia, traumas asociados con los tendones y
ligamentos en y alrededor de la articulacién de rodilla,
el trauma del menisco lateral o medial, rupturas del
menisco, lesidn del ligamento crucial anterior,

osteochondromatosis sinovial, espondilitis, espondilitis
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anquilosante, sinovitis, villonodulat sinovitis.

ELl término-"del cartilago de defecto" se refiere a
cualquier anormalidad del cartilago que incluye
enfermedades del <cartilago, modificacidén del <cartilago
causado p.ej por trauma o procesos degenerativos.

El término "articular del cartilago" recubre la
superficie de la porcidén de huesos en articulaciones vy
funciones ya que un cojin entre dos huesos para permite el
movimiento en articulaciones. El cartilago articular sano
normal se describe como el cartilago hialino. El1 cartilago
articular comprende células especializadas (condrocitos)
incrustados en una matriz de ricos materiales
intracelulares en proteoglucanos, predominantemente
aggrecan, tipo del coldgeno fibrillas de Il, otras
proteinas y agua. La matriz se produce y mantenido por los
condrocitos incrustados dentro de. El tejido del cartilago
no es inervado y vascularizado y es alimentado por el
tejido subyacente.

Ademds de la proteina CD-RAP, la composicién
farmacéutica de la invencidédn puede comprender adicional
terapéutico o Dbioldégicamente activo - agentes. Por
ejemplo, los factores terapéuticos Gtiles en el
tratamiento de una indicacidn particular p.ej
osteoartritis como uno o mas inhibidores que se implican
en la destruccidén de cartilago articular o componentes
sinoviales no limitados con antimetaloproteinasas,
compuestos de la ciclina, antagonistas de la citocina,
corticosteroides, inhibidores del factor de necrosis
tumoral, IL-inhibidores, sustancias antiangiogénicas,
agrecanasa inhibidores, p38 inhibidores de 1la cinasa,
inhibidores de apoptosis, inhibidores de la hialuronidasa

e inhibidores de enzimas proteoliticas pueden encontrarse.
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Los factores que controlan la inflamacién que incluye
infliximab, etanercerpt, adalimulab, nerelimonmab,
lenercerpt y lo similar, o combinaciones de lo mismo
también pueden ser la parte de la composicién. También es
previsto que la composicién liposomal farmacéutica puede
incluir componentes de la matriz extracelulares como acido
hialurénico o unas sales de lo mismo derivadas que
incluyen, éster, éster interno vy derivados sulfatados,
¢ster preferentemente parcial del dcido hialurénico.

En otra modalidad, la presente invencidn concierne a
un kit (o articulo fabricado) o recipiente, que contiene
una formulacién de la invencidén. La formulacidén puede
estar vya preferentemente en un estado liquido. Sin
embargo, alternativamente, puede estar preferentemente en
un estado liofilizado. También puede estar en un estado
congelado, liofilizado, liofilizado o) secado por
aspersién. En consecuencia, si la formulacién estd en el
estado ademas del 1liquido, puede prepararse por el
practicante como la composicién farmacéutica acuosa
(ligquida). Por ejemplo, la formulaciéh puede liofilizarse
y tendria que ser reconstituida luego. En consecuencia, el
kit puede comprender ademas medios para la reconstitucidn
de una formulacién congelada, liofilizada, liofilizada o
secada por aspersién y/o medios para diluir la formulacidn
y/o medios para administrar la formulacién o composicién
farmacéutica, respectivamente. El kit también puede ser
acompafiado por instrucciones de uso.

Asi, un articulo fabricado se proporciona que
contiene una formulacién descrita aqui y preferentemente
proporciona instrucciones a su uso. El articulo fabricado
comprende un recipiente adecuado para contener la

formulacién. Los recipientes adecuados incluyen, entre
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otras cosas, frascos, viales (p.ej, viales de la camara

duales), jeringas (p.e3, jeringas de la cémara
individuales e} duales), probetas, nebulizadores,
inhaladores (p.ej, 4inhaladores de 1la dosis medidos o
inhaladores del polvo seco), o almacenes. El recipiente

puede formarse de una variedad de materiales, como el
cristal, metdlico o pléastico (p.ej, policarbonato,
poliestireno, polipropileno, poliolefina). El recipiente
agarra la formulacién y el marcador, o asociado con, el
recipiente puede indicar direcciones para reconstitucién
y/0 uso. El marcador puede indicar adicionalmente que la
formulacién es util o conceptualizado para la
administracién subcuténea. El1 recipiente que mantiene la
formulacién puede ser un vial de multiuso, que permite
administraciones repetidas (p.ej, de 1-6 administraciones)
de la formulacién. E1l articulo fabricado puede comprender
ademds un segundo recipiente que comprende un diluyente
adecuado (p.ej, WFI, NaCl del 0,9%, BWFI, solucidén salina
amortiguada con fosfato). Cuando el articulo fabricado
comprenda una versién liofilizada de wuna formulacidn
proteinica, el mezclado de un diluyente con la formulacidn
liofilizada proporcionard una concentracién proteica final
en la formulacién reconstituida de generalmente al menos
20mg/mL. El articulo fabricado puede incluir
adicionalmente otros materiales deseables desde un punto
de vista comercial vy ©punto de vista del |usuario,
incluyendo otros amortiguadores, diluyentes, filtros,
agujas, jeringas, y envasar insertos con instrucciones de
uso.

En otra modalidad de 1la invencidén, un articulo
fabricado se proporciona que contiene la formulacidn

acuosa de la presente invencién Y proporciona
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instrucciones a su uso. El articulo fabricado comprende un

recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por
ejemplo, frascos, viales (p.ej, viales de 1la camara
duales), jeringas (como jeringas de la cémara duales),

pluma del autoinyector que contiene una jeringa vy
probetas. El recipiente puede formarse de una variedad de
materiales tal como de cristal, pléstico o policarbonato.
El recipiente agarra la formulacién acuosa y el marcador,
0 asociado con, el recipiente puede indicar el modo de
empleo. Por ejemplo, el marcador puede indicar que la
formulacién es util o conceptualizado para la
administracidén subcutdnea. El recipiente que mantiene la
formulacién puede ser un vial de multiuso, que permite
administraciones repetidas (p.ej, de 2-6 administraciones)
de la formulacidén acuosa. El articulo fabricado puede
comprender ademds un segundo recipiente. El articulo
fabricado puede incluir adicionalmente otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y punto de
vista del usuario, incluyendo otros amortiguadores,
diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y envasar insertos
con instrucciones de uso.

También incluido en la invencién son dispositivos que
se pueden usar para administrar la formulacién de la
invencidén. Los ejemplos de tales dispositivos incluyen,
entre otras cosas, una jeringa, una pluma, un implante, un
dispositivo de inyeccién sin agujas, un dispositivo de la
inhalacién y un parche.

La invencién es ilustrada adicionalmente por las
Figuras y Ejemplos que son simplemente ilustrativos y no
se construyen como una limitacién del alcance de la

presente invencién.
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Breve Descripcidén de las Figuras

Figura 1: Factores que influyen en la estabilidad
proteinica.

Figura 2: Medidas ejemplificantes que pueden
realizarse para estabilizar una proteina.

Figura 3: Concentracién sucesiva de RhCD-RAP en
fosfato de potasio.

Figura 4: Concentracién sucesiva de RhCD-RAP en
cloruro TRIS

Figura 5: Concentracién sucesiva de RhCD-RAP en
cloruro de histidina.

Figura 6: Estabilidad de RhCD-RAP a elevada
concentracién en diferentes sistemas amortiguadores

Figura 7: Estabilidad de RhCD-RAP a elevada
concentracién en diferentes sistemas amortiguadores

Figura 8: Carga neta de glicina vy RhCD-RAP en
diferentes valores del pH

Figura 9: Influencia de pH en solubilidad de RhCD-RAP
en 150 mM de glicina

Figura 10: Influencia de molaridad del fosfato de
histidina en solubilidad de RhCD-RAP

Figura 11: 1Influencia del fosfato de histidina
(ajustado a osmolalidad isotdénica con cloruro de potasio)
en solubilidad de RHCD-RAP

Por favor observe que en las Figuras 3-11, la

numeracién agregada a la leyenda dei grafico de barras

'pertenece a las barras de cada "blogue" mostrado en el

cuadro (de izquierda a derecha). Por ejemplo, “or
pertenece a la barra izquierda externa, “1” pertenece a la

barra al lado de la barra denotada con ”“07, etc.

Descripcién Detallada de la Invencidn
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Basado enconsideracién de los inventores
concernientes a formulaciones estables de elevadas
concentraciones de CD-RAP para permitir la inyeccidn del
volumen inferior ©para pacientes, que reduce efectos
secundarios dolor similar debido a la inyeccidén del alto
volumen, diversas formulaciones se analizan en su efecto
en la estabilizacidén de la proteina de la CD-RAP. Algunas
de estas formulaciones ejemplarmente se muestran en los
siguientes ejemplos menor a. Sin embargo, como mencionado
aqui, al comenzar con el objetivo de los inventores, es
una materia del trabajo empirico para descubrir los
ingredientes apropiados de una formulacidén que cumple el
objetivo, ya que cada proteina tiene diferentes
propiedades y asi, uno no puede concluir de un ejemplo qué

ingredientes son apropiado.

Ejemplo 1: diversos sistemas amortiguadores se
analizan para el RHCD-RAP

EL RHCD-RAP se dializa contra 36 sistemas
amortiguadores (50 mM de cloruro de potasio, 50 mM de
cloruro de histidina o 50 mM de cloruro TRIS cada pH 6.0,
cada amortiguador con o sin la adicién de uno de los
estabilizadores que siguen seleccionados de sacarosa,
manitol, glicina, lisina y &cido glutémico con o sin 0.1%
Tween® 20. Durante el proceso de concentracidén subsecuente
por la didlisis hasta 30mg/mL del RHCD-RAP mediante
filtracién las muestras se analizan por UV/Vis.

Las formulaciones estables se someten a condiciones
forzadas por ciclos de congelacidén-descongelacién. Después
de cada ciclo las muestras se centrifugan y el RHCD-RAP se
cuantifica por UV/Vis.

Dialisis
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2.0 el ml del material del volumen del RHCD-RAP (en
350 mM del pH de Arginina/Fosfato 7.4) se dializa contra
500mL del amortiguador deseado en 4°C mas de 24 h bajo
agitacién moderada al usar un 6-8 tubo del limite del peso
molecular kDa. Después 16to el amortiguador de la didlisis
se cambia con 500mL del amortiguador recientemente
preparado. Las soluciones de proteina resultantes se
almacenan en el 2-8°C para el analisis adicional.

Uv-VIS

El contenido protéico en muestras se determina
mediante UV/Vis después de centrifugacién del RhCD-RAP
dializado durante 5 minutos en 13.000 rcf. Los
amortiguadores de la muestra correspondientes servidos
para la substraccién en blanco. Para el céalculo de la
concentracidn proteica [los mg/ml] la absorbancia en 280nm
y la absorbencia especifica del RHCD-RAP en 280nm [1l.649mL
/ (mg*cm)] se usan.

Aumento de concentracidén de rhCD-RAP

EL RHCD-RAP dializado se transfiere en un 2mL
concentrador centrifugo.

Después de etapas de centrifugacién subsecuentes
(4000 rcf, 4 °C) el volumen de solucidén de RHCD-RAP
disminuida. El1 volumen de la solucién del RHCD-RAP
restante se determina y la concentracién del RHCD-RAP se
cuantifica por UV/Vis.

La termoestabilidad (Se congelan / Deshielo - ciclos)

La termoestabilidad del RHCD-RAP se evalia al aplicar
cinco se congelan/descongelan ciclos de 5 temperatura °C
a-25 °C al usar un congelador profundo. La refrigeracién y
tasas de calentamiento es 1.0 °C/min con una etapa
isotérmica de 15 minutos entre cada ciclo. Las soluciones

de proteina se almacenan en 4°C - 8 °C hasta el andlisis.
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Una cantidad de 300ul de RHCD-RAP a una concentracidn
de 30mg/mL se transfiere en viales de PP. con un 1.5mL
capacidad y sometido a condiciones forzadas por etapas de
congelacién-descongelacién definidas como  se describe

anteriormente.

Ejemplo 2: Estabilidad de RhCD-RAP en diferentes
sistemas amortiguadores

Los efectos que se estabilizan de todos los sistemas
amortiguadores del Ejemplo 1 se determinan.

Sistemas del amortiguador de fosfato de potasio

Las sustancias que siguen se solucionan en WFI a un
peso final de 1 kg que proporciona una concentracién
amortiguadores de 50 mm. El pH es ajustado al pH 6.0 por
la adicién de KOH y HCl respectivamente.

a) 6,8g de fosfato de potasio, 12.4g de KCl con y sin
1.0g de Tween® 80

b) 6.8g de fosfato de potasio, 50g de sacarosa, 4.9g
de KCl con y sin 1.0g de Tween® 80

c) 6.8g de fosfato de potasio, 50g de manitol, con vy
sin 1.0g de Tween® 80

d) 6.8g de fosfato de potasio, 25g de glicina, con vy
sin 1.0g de TQeen@ 80

e) 6.8g de fosfato de potasio, 25g de acido
glutamico, con y sin 1.0g de Tween® 80

f) 6.8g de fosfato de potasio, 25g de lisina, con y
sin 1.0g de Tween® 80

g) 61.0g de arginin, pH 7,4 ajustados con acido
fosférico (control)

La isotonicidad de 300 - 400mOsm/kg se ajusta con
cloruro de potasio, si se hiciera necesario. La

osmolalidad de cada amortiguador se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Osmolalidad de amortiguadores de fosfato de
potasio
5 Formulacion Osmolalidad
[mOsm/kg]
50mM de Fosfato de potasio 345
50mM de Fosfato de potasio + 5% (pA) de)|340
Sacarosa
50mM de Fosfato de potasio + 5% (pA) de|376
Manitol
50mM de Fosfato de potasio + 2.5% (pA) de|371
Glicina
10 [50mM de Fosfato de potasio + 2.5% (pA) de|354
Acido glutamico
50mM de Fosfato de potasio + 2.5% (pA) de|302
Lisina
FE1 RhCD-RAP es dializado 1luego contra fosfato de

potasio sistemas amortiguadores con base como enumerado en

15 la Tabla 1 y concentrado por centrifugacién en unidades

de

la filtracién. Después de la reduccidén sucesiva definida

del amortiguador el volumen prolongado de la solucién
proteina se determina y la concentracién del RHCD-RAP
cuantifica por UV/Vis. La Figura 3 muestra

20 concentracién resultante de CD-RAP antes vy después de

de

didlisis de 5mg/mL de una solucién de CD-RAP asi como

después de la concentracién a 10, 20 y 30mg/mL.

El

amortiguador de arginina/fosfato funcioné como un control.

Como se muestra en la Figura 3 la formulacién en

25 sistema del amortiguador de arginina/fosfato mostrd

el

la

solubilidad o6ptima en todas las etapas de concentracidn.

Tncluso en la etapa de concentracién méas elevada

contenido protéico cuantificado alcanzé el contenido

tedrico del RHCD-RAP. Asi ya que no hay ninguna pérdida

el

de

30 la proteina en arginina/fosfato para el RHCD-RAP este

amortiguador es una de las soluciones solubilisation méas

preferidas.
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En contraste con arginina/fosfato el uso de fosfato
de potasio ya que el amo&tiguador de la formulacién
requiridé algunos suplementos suplementarios para alcanzar
la solubilidad suficiente. Ya que 50 mM de fosfato de
potasio (que comprende cloruro de potasio como el
suplemento idénico para alcanzar la condicién isoténica)
mostraron la solubilidad adecuada sélo hasta 10mg/mL del
RHCD-RAP, se necesita la adicién de suplementos a fin de
lograr la solubilidad a niveles de concentracién de hasta
30mg/mL del RHCD-RAP y mayor. De la amplia gama de
estabilizadores sélo la sacarosa da como resultado a una
excelente solubilidad del RHCD-RAP incluso en una
concentracién de 30mg/mL. Los otros mostraron efectos de
la agregacién con la proteina precipitada parcialmente
visible en diferentes etapas de concentracién.

Sistemas del amortiguador de Tris

Cloruro de TRIS en la variacién con estabilizadores
sacarosa similar, manitol, glicina, &cido glutémico vy
lisina, con o sin Tween80® como el potenciador de 1la
solubilidad se soluciona en WFI a un peso final de 1 kg,
proporcionando una concentracién amortiguadores de 50 mm.
El pH se ajusta al pH 6.0 al wusar HCl adicional
respectivamente.

6.05g de base de TRIS, 9.7g de NaCl con y sin 1.0g de
Tween® 80

©.05g de base de TRIS, 50g de sacarosa, 3.9g de NaCl
con y sin 1.0g de Tween® 80

6.05g de base de TRIS, 50g de manitol, con y sin 1.0g
de Tween® 80

6.05g de base de TRIS, 25g de glicina, con y sin 1.0g
de Tween® 80

©.05g de base de TRIS, 25g de &cido glutédmico, con y
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sin 1.0g de Tween® 80

6.05g de base de TRIS, 25g de lisina, con y sin 1.0g
de Tween® 80

La isotonicidad de 300-400mOsm/kg se ajusta con
cloruro de potasio, si se hiciera necesario. La

osmolalidad de cada amortiguador se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Osmolalidad de amortiguadores TRIS

Formulacién Osmolalidad
[mOsm/kg]
50mM de TRIS 342
50mM de TRIS +5% de Sacarosa 344
50mM de TRIS +5% de Manitol 378
50mM de TRIS +2.5% de Glicina 370
50mM de TRIS +2.5% de Acido glutamico 350
50mM de TRIS +2.5% de Lisina 309

El RhCD-RAP se dializa y concentrado hasta 30mg/mL como
se describe para el amortiguador de fosfato de potasio
anteriormente. 350 mM del amortiguador de fosfato de arginina
funcionaron como un control para la solubilidad dptima.

Comparado con fosfato de potasio formulaciones
amortiguadores con base todos los amortiguadores de cloruro
TRIS excepto 50 mM de cloruro TRIS con el 2,5% de 4&cido
glutdmico mostraron a baja solubilidad mayor que 5mg/mL de CD-
RAP.

Sistemas del amortiguador de histidina

Cloruro de histidina (50 mM, pH 6.0) en la variacién con
estabilizadores la sacarosa similar, el manitol, glicina, el
4cido glutémico y la lisina, con o sin Tween80® como el
potenciador de la solubilidad se analizan asi al usar el mismo
método que se describe anteriormente para los otros dos
sistemas amortiguadores.

a) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 12.4g de KCl con y
sin 1.0g de Tween® 80

b) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 50g de sacarosa,
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4.9g de KC1 con y sin 1.0g de Tween® 80

c) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 50g de manitol,
con y sin 1.0g de Tween® 80

d) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 25g de glicina,
con y sin 1.0g de Tween® 80

e) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 25g de é&cido
glutamico, con y sin 1.0g de Tween® 80

f) 7.76g de cloruro de la L-histidina, 25g de lisina, con
y sin 1.0g de Tween® 80

La osmolalidad se ajusta donde necesario. La osmolalidad

final se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3: Osmolalidad de amortiguadores de cloruro de

histidina
Formulaciéndel amortiguador Osmolalidad
[mOsm/Kkg]
50mM de Histidina 348
50mM de Histidina + 5% de Sacarosa 349
50mM de Histidina + 5% de Manitol 371
50mM de Histidina + 2.5% de Glicina 375
50mM de Histidina + 2.5% de Acido glutamico | 355
50mM de Histidina + 2.5% de Lisina 307

El RhCD-RAP se dializa en los sistemas amortiguadores
y concentrado hasta 30mg/mL (compérese 4.1.1).

Tanto comparado con fosfato de potasio como comparado
con cloruro de histidina de formulaciones amortiguadores
con base TRIS los amortiguadores con base generaron los
mejores resultados de la solubilidad del RHCD-RAP al lado
del presente fosfato de arginina amortiguadores.

A excepcién del hecho que 50 mM de histidina +/-
Tween80® las mayores que concentraciones con agregados del
Smg/mL del RHCD-RAP, todos otros amortiguadores mostraron
una solubilidad muy adecuada de hasta 30mg/mL en un
amortiguador isotébénico dentro de un pH de 6,0 y alrededor

del pH neutro. Nuevamente, no hay ningun efecto en 1la
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solubilidad de RhCD-RAP por el uso de Tween80® en los
sistemas amortiguadores cuando analizado.

Conclusidn

Los mejores resultados de CD-RAP que proporciona
elevada concentracién de la proteina de hasta 30mg/mL sin
la agregacién son lo siguiente: a) 50 mM de fosfato de
potasio con sacarosa del 5%, b) 50 mM de cloruro TRIS, el
2,5% de &cido glutéamico, c) 50 mM de histidina, glicina
del 2,5%, d) 50 mM de histidina, el 2,5% de éacido
glutémico, e) 50 mM de histidina, lisina del 2,5%, f)
histidina con manitol del 5% y 350 mM g) de fosfato de
arginina.

Disminuir la concentracién deseada a 5mg/mL para casi
todas las formulaciones analizadas permitid la estabilidad
protéica mientras que el levantamiento de la concentracidn

a 30mg/mL permitié a la barrera despejarse.

Ejemplo 3: Evaluacién de termoestabilidad de RhCD-RAP
en diferentes sistemas amortiguadores por ciclos de
congelacién-descongelacidn

El ejemplo 1 evaludé 7 formulaciones amortiguadores
para su capacidad de concentrar al RHCD-RAP hasta 30mg/mL
a pH 6.0. Estas formulaciones se analizan donde se
mantienen la estabilidad de RHCD-RAP bajo situaciones de
la tensidn es decir se congelan/descongelan la
ciclizacidn.

El RhCD-RAP se dializa en sistemas amortiguadores (a)
50 mM de fosfato de potasio con la sacarosa del 5%, b) 50
mM de cloruro TRIS, el 2,5% de &cido glutémico, c) 50 mM
de histidina, glicina del 2,5%, d) 50 mM de histidina, el
2,5% de acido glutémico, e) 50 mM de histidina, lisina del

2,5%, f) histidina con el manitol del 5%, g) 350 mM de
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fosfato de arginina y posteriormente concentrado por
centrifugacidén en unidades de la filtracién a
concentraciones de ~ 30mg/mL del RHCD-RAP. 300ul ‘se
transfieren en viales de PP con un 1.5mL capacidad. Las
formulaciones se someten a condiciones forzadas por 5 se
congelan/descongelan ciclos, el RHCD-RAP con agregados se
elimina después por centrifugacién y el RhCD-RAP soluble
restante se cuantifica por UV/Vis.

EL RHCD-RAP es exitosamente concentrado a
aproximadamente 30mg/mL en todos los sistemas
amortiguadores analizados..

La Figura 6 no muestra ningin efecto negativo en la
concentracidn proteica por ciclos de congelacidn-
descongelacién en todas las formulaciones excepto el RHCD-
RAP en 50 mM de fosfato de potasio/5 sacarosa de %. Sélo
cuando en 50 mM de fosfato de potasio/5 sacarosa de %
podria una disminuciédn significativa del RHCD-RAP
observarse después de que los terceros se
congelan/descongelaﬁ el proceso y temporalmente una leche
nublada la dispersién similar es visible. En todas otras
formulaciones la solucién es traslucida después de cada se
congelaré/descongelaré el ciclo, que combinado con los
resultados de la cuantificacién de RhCD-RAP por UV/Vis
soluciond el problema de la solubilidad y la estabilidad
del RHCD-RAP en elevadas concentraciones.

Sorprendentemente sélo almacene en un buffer sistemas
que comprendieron de al menos un aminodcido dio como
resultado la termoestabilidad del RHCD-RAP después de que

congelan y descongelan la ciclizacién.

Ejemplo 4: Estabilizacién de efecto de diferentes

amino&cidos en RhCD-RAP (30mg/mL)
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Ya que el Ejemplo 2 y 3 mostrd la excelente
solubilidad del RHCD-RAP en concentraciones de 30mg/mL en
soluciones amortiguadoras que contienen aminoacidos este
efecto aminoacidico especial se examina en el siguiente
ejemplo.

Los aminodcidos alcalinos como histidina y arginina
asi como aminodcidos neutros como glicina y aminoécidos
dcidos como el acido glutémico se analizan en su efecto de
estabilizacidén en el RHCD-RAP.

Todas las soluciones a granel se diseflan isoténicas a
pH 6.0 sin la adicién de cualquier sal u otros
excipientes; el pH se ajusta tanto con &cido clorhidrico
como con acido fosférico. Ademds 350 mM de fosfato de

arginina se analizan a pH 6.0 y pH 7.4.

Tabla 4: RhCD-RAP sometido a condiciones forzadas por
ciclos de congelacién-descongelacién en diferentes

amortiguadores

Formulacion Osmolaridad [mOsm/kg]

300mM de Cloruro de L-histidina a pH 6 | 330

300mM de Fosfato de L-histidinaapH 6 | 303

350mM de cloruro de arginina a pH 6 302

350mM de fosfato de arginina a pH 6 310

350mM de fosfato de argininaa pH 7.4 | 300

300mM de glutamato del potasio apH 6 | 337

150mM de glicina a pH 6 326

E1l RhCD-RAP se dializa en sistemas amortiguadores
(enumerado en la Tabla 4) V% es concentrado
posteriormente por centrifugacién en unidades de 1la
filtracién a una concentracidén de ~30mg/mL del RHCD-
RAP. 300pul se transfieren en viales de PP con un 1.5mL
capacidad.

Las formulaciones enumeradas en la Tabla 4 se
someten a condiciones forzadas por 5 se

congelan/descongelan ciclos segun los Ejemplos
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anteriormente. E1 RHCD-RAP con agregados se elimina
después por centrifugacién y el RhCD-RAP soluble
restante se cuantifica por UV/Vis.

La Figura 7 muestra que el excelente efecto de
estabilizacién de todos los sistemas amortiguadores
analizados y la solubilidad del RHCD-RAP en se
congelan/descongelan ciclos excepto uno: RhCD-RAP
dializado en 150 mM de glicina con agregados
cuantitativamente durante la etapa dialyzing. Asi
glicina a pH 6.0 como el unico aminocacido no cargado
analizado 1indica que la carga del aminodcido es una
propiedad técnica importante en el uso de aminoacidos
para la preparacién de amortiguadores del volumen del
RHCD-RAP. Sin embargo, tanto fosfato como amortiguador

de cloruro llevado a cabo en la misma manera.

Ejemplo 5: Efecto de diferentes pH mediante
solubilidad de RhCD-RAP en glicina

El ejemplo 4 sefialdé a una baja solubilidad del
RHCD-RAP en soluciones de glicina isotédnicas a pH 6,0
debidos a su comportamiento neutro. Los 1inventores
luego determinaron la consecuencia de la solubilidad de
CD-RAP si glicina todavia se no carga pero el RHCD-RAP
comprende una carga neta mds elevada debido a un cambio
del pH y una carga neta mds elevada de CD-RAP
respectivamente.

La Figura 8 ilustra la carga neta tanto de glicina
como de RhCD-RAP en los diferentes wvalores del pH
debido a sus valores de pKs. En este experimento el
RHCD-RAP se dializa contra 150 mM de glicina a pH 4.0,
pH 6.0 y pH 8.0. Los valores del PH se ajustan con

hidréxido de sodio y &cido fosférico respectivamente.
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El RhCD-RAP que se dializa en un amortiguador de pH 6 y
pH 8 mostré una tendencia concentrada a la agregacioén.
Estas soluciones tienen una leche aspecto similar en
contraste con glicina (pH 4) donde la solucién todavia
muestra un aspecto similar traslucido no lechoso.

El RhCD-RAP se concentra a 30mg/mL (pH 4.0) y es
sometido a condiciones forzadas posteriormente por 5 se
congelan/descongelan ciclos en consecuencia. El RHCD-
RAP con agregados se elimina después por centrifugacidn
y el RhCD-RAP soluble restante se cuantifica por
UV/Vis. las soluciones de RHCD-RAP a pH 6.0 y pH 8.0
son directamente sometidas a condiciones forzadas en
concentfaciones inferiores a consecuencia del filtro
que se obstruye durante el procedimiento de
concentracidn.

La Figura 9 muestra el efecto del RHCD-RAP que se
autoestabiliza en condiciones &cidas p.ej bajo el pH
4,0 debidos al levantamiento de la carga neta de la
proteina. Aunque glicina se no cargue a pH 4.0 es
posible lograr una solubilidad suficiente del RHCD-RAP.

Mientras que en el intervalo de pH entre el pH 6 -
8 formulaciones que comprenden al CD-RAP deben
comprender de aminodcidos cargados como un excipiente
que se estabiliza, en el pH inferior p.ej pH 4,0 RhCD-
RAP es capaz de estabilizarse sin la adicidén de

aminodcidos cargados.

Ejemplo 6: Efecto de histidina en RhCD-RAP que se
estabiliza

Los experimentos anteriores demostraron
aminodcidos cargados como una herramienta potente para

la estabilizacién de RHCD-RAP para elevadas
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concentraciones de hasta 30mg/mL en el pH
aproximadamente neutro como el pH 6.0. Para determinar
el intervalo de los amortiguadores identificados este
Ejemplo muestra la dependencia de la concentracién del
componente amortiguadores para el CD-RAP para mejor
apropiadamente ejemplificarse para histidina. Por 1lo
tanto, el RHCD-RAP se dializa en el fosfato de
histidina en el intervalo de OmM de a 300 mM de
histidina como se muestra en la Tabla 5 menor a.
Ademéas, estas formulaciones se ajustan a la osmolalidad
fisioldégica mediante la adicién de cloruro de potasio
de la cantidad suficiente.

Tabla 5: diferentes concentraciones de amortiguadores
de L-histidina, osmolalidad antes del ajuste con cloruro

de potasio en condiciones isotdnicas

Histidina [mM] Cloruro  de | Osmolalidad
potasio [mM] | [mOsmol/kg]

0 0 2

0 150 295

50 0 67

50 116,5 298

100 0 121

100 89.5 302

200 0 215

200 42,5 302

300 0 299

El RhCD-RAP se concentra a 30mg/mL (pH 6.0) vy
posteriormente sometido a condiciones forzadas por 5 se
congelan/descongelan ciclos. El1 RHCD-RAP con agregados se
elimina después por centrifugacidén y el RhCD-RAP soluble
restante se cuantifica por UV/Vis.

La Figura 10 demuestra que la solubilidad del RHCD-
RAP en el fosfato de histidina a pH 6.0 es estrictamente
dependiente de la concentracidén de histidina. Mientras que
OmM de histidina a pH 6.0 dejdé de estabilizar al RHCD-RAP,
las concentraciones mas elevadas dieron como resultado a

la solubilidad considerablemente mejorada en la
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correlacién al aumento de la molaridad de histidina. Estos
repitieron que freeze/thaw-experiments han mostrado que
los amortiguadores que comprenden la L-histidina en
concentraciones de 200 mmol/l y soluciones del RHCD-RAP
estables mas proporcionadas en 30mg/mL.

Como observado en la Figura 11 la adicidén de cloruro
de potasio no influydé en la solubilidad del RHCD-RAP en el
fosfato .de histidina. Por 1lo tanto, un ajuste a la
osmolalidad isoténica de wuna formulacién de CD-RAP
farmacéutica con clorurc de potasio puede usarse sin un
impacto negativo en la solubilidad y la estabilidad del

RHCD-RAP en elevadas concentraciones.

Ejemplo 7: Inhibicidn de actividad de ALP inducida
por GDF-5

Las células de MCHT se siembran en una densidad de
30.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos y se
cultivan durante la noche en el medio de cultivo (alfa-MEM
que contiene glutamina completada con FCS del 10%). Al dia
siguiente, el estimulo con rhGDF-5 y RhCD-RAP se inicia al
cambiar el medio de cultivo en cada pocillo a 160ul del
medio del estimulo particular. Todos los patrones Yy las
muestras se llevan a cabo en cuatrillizos. Una dilucidn en
serie de rhGDF-5 con las concentraciones que siguen de
rhGDF-5 (1200ng/ml, 400ng/ml, 133.2ng/ml, 44.5ng/ml,
14.8ng/ml rhGDF-5 en el medio de cultivo completo) se
prepara para lograr una curva estandar o de distribucién
normal. Para el anédlisis de la inhibicidén rhCD-RAP-
mediated de 1la actividad de ALP las células se coO-
estimulan con 400ng/ml rhGDF-5 y 1 a 10pM rhCD RAP. Las
células se cultivan dentro del medio del estimulo durante

tres dias antes de que éstos se lisen agregando 0.2g de
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MgClZ2 x 6H20 en 2mL Nonidet P40 e incubando para 16 h en
una incubadora. 50pl del ©producto de la lisis se
transfieren a una nueva placa de 96 pocillos y 50ul
amortiguador del sustrato (0.222g de PNPP en el
amortiguador de dietanolamina, Pierce) se agregan e
incubado durante 45 minutos en 37°C. Después la reaccién
es detenida agregando 0,5 m NaOH. La absorbancia se
cuantifica en 405nm en un lector de la placa. La actividad
de ALP de referencia se cuantifica en células no tratadas
y se resta de todos los patrones y muestras. La curva de
la norma se utiliza calculan la actividad de ALP en todas

las muestras.

Ejemplo 8: estimulo de CD-RAP de condrocitos vy
andlisis con gRT-PCR

Los condrocitos se aislan del cartilago articular
humano derivado de pacientes que experimentan al reemplazo
de la rodilla total. El cartilago se corta del hueso y en
pequenios pedazos. Las unidades de producto del cartilago
se digieren con Pronase del 1% en DMEM/F12 que contiene la
Penicilina/Estreptomicina del 1% en 37°C para 1lh. Después
de centrifugacién en 200 xg de durante 5 minutos a
temperatura ambiente, las unidades de ©producto del
cartilago se lavan una vez con PBS. Estos se digieren en
Colagenasa del 0,07% un en el medio de cultivo (DMEM/F12
completado con FCS del 10% y Penicilina/Estreptomicina del
1%) en 37°C durante la noche. Al dia siguiente 1la
suspensidon celular se filtra sucesivamente a través de
100, 70 y 40um tamices celulares. Las células se hacen
girar abajo, suspendidas de nuevo en el medio de cultivo y
sembradas en 6 placas del pocillo en una densidad de

250.000 células por pocillo. Las células se cultivan en
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37°C, CO2 del 5% y humedad del 90% hasta éstos confluencia
alcanzada (aproximadamente 1 semana). El medio se cambia
cada dos dias.

Para el estimulo con el CD-RAP, las células se privan
de comida en el medio sin sueros durante la noche. El CD-
RAP (0.5 - b5uM) se agrega en DMEM/Fl2 sin sueros y las
células se cultivan para el 24to. Posteriormente, las
células se lisan y ARN se extrae con RNeasy Mini Kit segun
las instrucciones del fabricante. 1lug ARN se utiliza
preparan el ADNc con la Transcripcidén inversa de
QuantiTect Kit (Qiagen). El PCR DE TEMPERATURA AMBIENTE se
lleva a cabo con 4pl ADNc diluido (diluido 1:5), 10ul
QuantiFast SYBR Mezcla del PCR Verde (Qiagen), 4pl agua
sin nucleasas y 2pl mezcla de cebadores, 50 ciclos en una
ciclizador de 1luz en condiciones convencicnales. Los
cebadores que siguen se usan: 18SrRNA (Qiagen, Ensayo del
Cebador de QuantiTect QT00199367, MMPl3delantero
GGGTTCCTGA TGTGGGTGAA TA (SEQ ID No. 5), MMPl3inverso
GCCATCGTGA AGTCTGGTA (SEQ ID No. 6). Los resultados se

normalizan al ARNr de 18 bp.
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacién acuosa estable que comprende al
menos Smg/mL de CD-RAP y un aminoacido cargado, donde la
proteina CD-RAP se disuelve directamente en esa parte.
2. La formulacién segun la reivindicacién 1, donde el
aminodcido tiene una carga neta a un pH entre

aproximadamente 6 y 8.

3. La formulacidén segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde comprende un
amortiguador.

4. La formulacién segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde comprende un

modificador de la tonicidad.

5. La formulacién segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde comprende un
estabilizador.

6. La formulacidn segun cualquiera de las

reivindicaciones precedentes, donde comprende ademads un
exclpiente.

7. La formulacidn segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde la formulacién tiene
un pH entre aproximadamente 6 y 8.

8. La formulacién segun la reivindicacién 1, donde el
aminodcido cargado se selecciona a partir del grupo que
comprende arginina, histidina, lisina y acido glutéamico.

9. La formulacién segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde puede congelarse en
seco, liofilizarse o secarse por aspersioén.

10. La formulacién segun cualqgquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde los ingredientes de la
formulacién proporcionan la estabilidad sobre ciclos

repetidos de congelamiento-deshielo.
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11. La formulacidn segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes para usarla en terapia.
12. La formulacidén segun cualquiera de las

reivindicaciones precedentes para usarla en el tratamiento

contra trastornos inflamatorios, preferentemente
osteoartritis.
13. Un kit que comprende la formulacién segun

cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

14. La formulacién segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes que comprende al menos
30mg/mL de CD-RAP y donde el amortiguador se selecciona a
partir del grupo que comprende fosfato de potasio, cloruro
de TRIS, histidina, arginina y glutamato y el aminoéacido
se selecciona a partir del grupo que comprende aspartato,
glutamato (preferentemente fosfato de glutamato), arginina
(preferentemente fosfato de arginina o cloruro de
arginina), histidina (preferentemente cloruroc de histidina
o fosfato de histidina), lisina y glicina.

15. La formulacidn segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes que comprende al menos
30mg/mL de CD-RAP vy

(i) 50 mM de cloruro TRIS y 2.5% de glutamato;

(ii) 50 mM de histidina y 2.5% (p/v) de glicina, 2.5%
(p/v) de glutamato o 2.5% (p/v) de liéina;

(1ii) 300 mM de de cloruro de histidina a pH 6.0;

(iv) 50, 100, 200 o 300 mM de fosfato de histidina a
pH 6.0;

(v) 350 mM de cloruro de arginina a pH 6.0;

(vi) 350 mM de fosfato de arginina a pH 6.0;

(vii) 350 mM de fosfato de arginina a pH 7.4; o

(viii) 300 mM de glutamato de potasio a pH 6.0.
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RESUMEN

La presente invencién se relaciona con formulaciones
acuosas estables que comprenden al menos 5mg/mL de CD-RAP
y un aminoacido cargado, el aminoacido tiene
preferentemente una carga neta a un PH entre
aproximadamente 6 y 8. Los ingredientes de la formulacidn
preferentemente proporcionan estabilidad sobre ciclos
repetidos de congelamiento-deshielo. En un aspecto
preferido, la formulacién es para usarse en terapia,

preferentemente para usarse en el tratamiento contra

trastornos inflamatorios, preferentemente osteocartritis.

Mas aun, se proporciona un kit que comprende la

formulacién de la invencidn.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<110>

<120>
<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

LISTA DE SECUENCIAS

Scil Technology GmbH

Formulacién de MIA/CD-RAP estable

SCI13586PCT
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PatentIn versidén 3.5

1

107

PRT

Homo sapiens

Gly Pro Met Pro Lys

1

Cys

Pro

Phe

Gln

65

Ser

Val

Ser

Asp

Ser

50

Gly

Ser

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

His Pro Ile
20

Cys Arg Phe
35

Lys Leu Lys

Asp Tyr Tyr

Ile Val Arg
85

Thr Asp Lys
100

2

98

PRT
Artificial

Leu

Ser

Leu

Gly

Gly

70

Glu

Trp

Ala

Met

Thr

Arg

55

Asp

Asp

Asp

Asp

Ala

Ile

40

Gly

Leu

Gln

Phe

Arg

Val

25

His

Arg

Ala

Thr

Tyr
105

Lys

10

Ala

Arg

Leu

Ala

Leu

90

Cys

secuencia generic humana CD-RAP

misc_caracteristica

(2)..(5)

Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente

Leu

Leu

Gly

Phe

Arg

75

Lys

Gln

Cys

Gln

Gln

Trp

60

Leu

Pro

Ala

Asp

val

45

Gly

Gly

Gly

Asp

Tyr

30

Val

Gly

Tyr

Lys

Gln

15

Met

Tyr

Ser

Phe

Val
95

Glu

Ala

Val

val

Pro

80

Asp
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222> (7)..(23) _
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido gue ocurra naturalmente
<220>
<221> misc_caracteristica
222> (25)..(36)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente
<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (38)..(50)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente, en
donde el numero
de cualquier aminodcido que ocurra naturalmente puede variar de
11-13
<220>
<221> misc_caracteristica
222> (52)..(69)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente, en
donde el numero
de cualquier aminodcido que ocurra naturalmente puede variar de
7-18
<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (71)..(74)
<223> Xaa puede ser cualquier aminocdcido que ocurra naturalmente
<220>
<221> misc_caracteristica
222> (76)..(96)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente
<220>
<221> misc_caracteristica
222> (98)..(98)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente
<400> 2
Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
65 70 75 80
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
85 90 95
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Cys Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
donde

7-9

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

3

100

PRT
Artificial

secuencia genérica humana CD-RAP

misc_caracteristica
(2)..(2)
Xaa puede ser cualquier

misc caracteristica
(4)..(4)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(6)..(6)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(9)..(19)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(21)..(23)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(27)..(38)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(40)..(41)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(44)..(52)

Xaa puede ser cualquier
el nlmero

de cualquier aminoacido

misc_caracteristica
(54)..(54)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(57)..(69)

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminodcido

aminoacido

aminoacido

gue ocurra

aminocdcido

que ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente

gue ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente

que ocurra naturalmente,

naturalmente puede variar de

que ocurra naturalmente
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<223>

5-13

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Lys Xaa
1

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa
50

Xaa Xaa
65

Xaa Xaa

Phe Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

Xaa puede ser cualquier
donde el nuUmero
de cualguier aminodcido

misc_caracteristica
(74)..(76)
Xaa puede ser cualquier

misc caracteristica
(78) ..(95)
Xaa puede ser cualquier

misc caracteristica
(98)..(98)
Xaa puede ser cualquier

misc caracteristica
(100)..(100)
Xaa puede ser cualquier

3

Cys

Xaa

Xaa

35

Xaa

Xaa

Xaa

Cys

4
98
PRT

Xaa

Asp

20

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
100

Asp

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

Xaa
85

Artificial

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

70

Xaa

Glu

Xaa

Val

Gly

55

Tyr

Xaa

Cys

Pro

Xaa

40

Ser

Phe

Xaa

aminoacido

Jgue ocurra

aminoacido que

aminoacido que

aminodcido que

aminoacido que

Xaa

Asp

25

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

Xaa

10

Cys

Lys

Xaa

Xaa

Xaa
90

secuencia CD-RAP genérica humana

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa

Leu Xaa Xaa

45

Xaa Xaa Xaa

60

Xaa Xaa Val

75

Xaa Xaa Xaa

gue ocurra naturalmente, en

naturalmente puede variar de

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

Xaa Xaa Xaa
15

Xaa Xaa Xaa
30

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa
80

Xaa Xaa Asp
95
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

misc_caracteristica
(2) .. (2)
Xaa puede ser cualqguier

misc_caracteristica
(4) ..(4)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(6)..(7)
Xaa puede ser cualquier

misc caracteristica
(9)..(16)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(18)..(19)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(21)..(23)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(29)..(33)
Xaa puede ser cualquier

misc _caracteristica
(35)..(35)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(37)..(41)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(44)..(50)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(52)..(52)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(56)..(67)
Xaa puede ser cualquier

misc_caracteristica
(72)..(93)
Xaa puede ser cualquier

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminodcido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

ocurra

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente

naturalmente
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<221> misc_caracteristica

<222>
<223>

<400>

Lys Xaa
1

Ala Xaa

Xaa Gly

Xaa Xaa
50

Xaa Xaa
65

Xaa Xaa

Cys Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
gggttcc
22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
gccatcg
19

{96)..(96)
Xaa puede ser cualquier aminodcido que ocurra naturalmente

4

Cys Xaa Asp Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

Xaa Asp Xaa Xaa Xaa Pro Asp Cys Arg Phe Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45

Trp Xaa Gly Ser Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
55 60

Xaa Gly Tyr Phe Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
70 75 80

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Phe Xaa
85 90 95
5
22
ADN
Artificial

secuencia de cebador para el gen MMP-13 humano

5
tga tgtgggtgaa ta

6

19

ADN
Artificial

secuencia de cebador para el gen MMP-13 humano

6
tga agtctggta
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