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6. [ Listado de secuencias de nucledtidos y/o
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7. O Arte final 12x 12,
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9. [Xl Poder de REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.
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inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
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[0 Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas
O Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion

Entidades sin animo de lucro
O Copia de registro vigente en Camara de comercio.
O Hoja de informacién complementaria.
[ otros, especificar

14, X Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud por $515.000.

15. O Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. O Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. & Comprobante de pago por 46 reivindicaciones adicionales
a 10 por $1.426.000.
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FORMULACIONES ESTABILIZADAS QUE CONTIENEN ANTICUERPOS ANTI-PCSK9

CAMPO

La presente invencién se refiere al campo de las formulaciones de anticuerpos
terapéuticos. Mas especificamente, la presente invencién se refiere al campo de
formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo humano que se une

especificamente a la proproteina humana convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9).

LISTADO DE SECUENCIAS

Un archivo de texto compatible ST.25 de un listado de secuencias se presenta al
mismo tiempo que la presente memoria descriptiva. El contenido del archivo de texto se
incorpora por referencia en la presente memoria. Como parte de la presente memoria
descriptiva se incluye una copia en papel del listado de secuencias, que es idéntica en

su contenido al archivo de texto compatible ST.25.

ANTECEDENTES

Las macromoléculas terapéuticas (p. €j., anticuerpos) deben formularse de forma
que las moléculas sean no solo aptas para administrarlas a los pacientes, sino que
ademas conserven su estabilidad durante su almacenamiento y uso posterior. Por
ejemplo, los anticuerpos terapéuticos en solucién liquida tienen tendencia a
degradarse, agregarse o sufrir modificaciones duimicas no deseadas, a menos que la
solucion se formule adecuadamente. La estabilidad de un anticuerpo en formulacion

liquida depende no solo de los tipos de excipientes utilizados en la formulacion, sino

también de las cantidades y proporciones de los excipientes entre si. Ademas, aparte

de la estabilidad, deben tenerse en cuenta otras consideraciones al preparar una
formulacién liquida de anticuerpos. Algunos ejemplos de dichas consideraciones
adicionales incluyen la viscosidad de la solucion y la concentracion del anticuerpo que

puede incorporarse en una formulacién dada y la calidad visual o atractivo de la
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formulacién. Por tanto, al formular un anticuerpo terapéutico, debera tenerse mucho
cuidado para llegar a una formulacién que permanezca estable, que contenga una
concentracion adecuada del anticuerpo y que posea una viscosidad adecuada, asi
como otras propiedades que permitan administrar la formulacién convenientemente a
los pacientes.

Los anticuerpos contra la proteina humana proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) son. un ejemplo de macromolécula con importancia
terapéutica que requiere una formulacion adecuada. Los anticuerpos anti-PCSK9 son
clinicamente utiles para el tratamiento o prevencion de enfermedades tales como la
hipercolesterolemia y otras dislipidemias, asi como otras afecciones. Anticuerpos anti-
PCSK9 ejemplares se describen, entre otros, en los documentos WO 2008/05‘7457,
WO 2008/057458, WO 2008/057459, WO 2008/063382, WO 2008/125623, Patente de
Estados Unidos N° 7.572.618, WO 2010/077854, US 2010/0166768 y US
2011/0065902.

Aunque se conocen anticuerpos anti-PCSK9, sigue existiendo en la técnica la
necesidad de nuevas formulaciones farmacéuticas que comprendan anticuerpos anti-
PCSK9 que sean suficientemente estables y adecuados para su administracién a los

pacientes.

COMPENDIO

La presente invencién satisface la necesidad anteriormente mencionada
proporcionando formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo humano
que se une especificamente a la proteina humana proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9).

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida, que
comprende: (i) un anticuerpo humano que se une especificamente a la proteina

humana proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9); (i) un tampon; (iii) un

'codisolvente organico; (iv) un estabilizador y opcionalmente (v) un reductor de la
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viscosidad.

En una realizacién, el anticuerpo se proporciona a una concentracion de
aproximadamente 50 + 7,5 mg/ml a aproximadamente 200 + 30 mg/ml. En otra
realizacion, el anticuerpo se proporciona a una concentracion de aproximadamente 50
mg/ml + 7.5 mg/ml. En otra realizacion, el anticuerpo se proporciona a una
concentracion de aproximadamente 100 mg/ml + 15 mg/ml. En otra realizacion, el
anticuerpo se proporciona a una concentracion de aproximédamente 150 mg/ml + 22,5
mg/ml. En otra realizacion, el anticuerpo se proporciona a una concentracion de
aproximadamente 175 mg/ml + 26,25 mg/ml. En otra realizacion, el anticuerpo se
proporciona a una concentracion de aproximadamente 200 mg/ml + 30 mg/ml.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una o mas de una secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 1-8. En una realizacion el anticuerpo comprende (a) una
region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada 1, 2 y 3 (HCDR1-HCDR2-HCDR3)
comprendiendo cada una de ellas una secuencia de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3y SEC
ID N° 4, respectivamente y (b) una regién variable de cadena ligera (LCVR) que
comprende regiones determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 (LCDR1-LCDR2-
LCDR3) comprendiendo cada una de ellas una secuencia de SEC ID N°: 6, SEC ID N°:
7y SEC ID N° 8, respectivamente. En una realizaciéon especifica, el anticuerpo
comprende una HCVR y una LCVR, comprendiendo cada una de ellas la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 1y SEC ID N°: 5, respectivamente.

En una realizacion, el pH de la formulacién liquida es aproximadamente pH 6,0 +
0,5, pH6,0+£04,pH6,0+£0,3, pH6,0+0,2, pH6,0+0,1, pH 6,0+ 0,05, pH 6,0 + 0,01,
o pH 6,0. En una realizaciéon especifica, el pH de la formulacién liquida es
aproximadamente pH 6,0 £ 0,3. En una realizacion, el tampén farmacéutico liquido
comprende uno o mas tampones, que.tiene un intervalo efectivo de tampén de

aproximadamente pH 5,5 a aproximadamente pH 7,4 o un pKa de aproximadamente
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6,0.

En una realizacién, el tampdn es histidina. En una realizacion, la histidina esta a
una concentracion de 5 mM + 0,75 mM a 50 mM + 7,5 mM. En una realizacion, la
histidina esta a una concentracién de 10 mM + 1,5 mM o aproximadamente 10 mM. En
una realizacion, la histidina estd a una concentraciéon de 20 mM + 3 mM o
aproximadamente 20 mM. En una realizacién, la histidina esta a una concentracion de
40 nM = 6 mM o aproximadamente 40 nM.

En una realizacion, el codisolvente organico es un polimero no i6nico que contiene
un resto de polioxietileno. En algunas realizaciones, el codisolvente organico es uno
cualquiera o mas de polisorbato 20, poloxamero 188 y polietielenglicol 3350. En una
realizacion especifica, el codisolvente organico es polisorbato 20.

En una realizacién, el codisolvente organico estda a una cqncentracién de
aproximadamente 0,005% + 0,00075% a aproximadamente 1% + 0,15% de “peso
respecto al volumen” o “p/v”", en donde, p. €j., 0,1 g/ml = 10% y 0,01 g/ml = 1%. En una
realizacion, el codisolvente organico es polisorbato 20, que esta a una concentracion de
aproximadamente 0,2% + 0,03% p/v. En otra realizacion, el codisolvente organico es
polisorbato 20, que estd a una concentracion de 0,01% + 0,0015% p/v .0
aproximadamente 0,01% p/v.

En una realizacién, el estabilizador es un azlcar. En una realizacion, el aztcar se
selecciona del grupo que consiste en sacarosa, manitol y trehalosa. En una realizacién
especifica, el estabilizador es sacarosa.

En una realizacion, el estabilizador esta a una concentracion de 1% + 0,15% p/v a
20% t 3% p/v. En una realizacién especifica, el estabilizador es sacarosa a una
concentracién de 5% + 0,75% p/v o aproximadamente 5% p/v. En otra realizacion
especifica, el estabilizador es sacarosa a una concentracién de 10% + 1,5% p/v o
aproximadamente 10% p/v. En otra realizacion especifica, el estabilizador es sacarosa

a una concentracion de 12% = 1,8% p/v o aproximadamente 12% pi/v.
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En una realizacién, el reductor de la viscosidad es una sal seleccionada del grupo
que consiste en clorhidrato de arginina, tiocianato de sodio, tiocianato de amonio,
sulfato de amonio, cloruro de amonio, cloruro de calcio, cloruro de cinc y acetato de
sodio. En una realizacién, el reductor de la viscosidad es un clorhidrato de L-arginina.

En una realizacion, el reductor de la viscosidad esta a una concentracién de 10 mM
+ 1,5 mM a 150 mM + 22,5 mM. En una realizacion, el reductor de la viscosidad es
clorhidrato de L-arginina a una concentracién de 50 mM + 7,5 mM o aproximadamente
50 mM. En una realizacion, el reductor de la viscosidad es clorhidrato de L-arginina a
una concentracion de 40 mM + 6 mM o aproximadamente 40 mM.

En una realizacién, la viscosidad del liquido o formulacion farmacéutica liofilizada
reconstituida a 25 °C es menor que o igual a aproximadamente 15 cPoise + 10%. En
una realizacion, la viscosidad a 25 °C esta entre 1,0 cPoise + 10% y 18 cPoise + 10%.

En una realizacion, la viscosidad a 25 °C es 1,6 cPoise + 10%, 1,7 cPoise + 10%, 3,3

cPoise + 10%, 3,5 cPoise + 10%, 4,8 cPoise + 10%, 6,0 cPoise + 10%, 7,0 cPoise +

10%, 7,1 cPoise + 10%, 7,2 cPoise + 10%, 7,9 cPoise + 10%, 8,9 cPoise + 10%, 10,0
cPoise £ 10%, 10,6 cPoise + 10%, 11,4 cPoise + 10%, 11,6 cPoise + 10%, 11,8 cPoise
+10%, 12,4 cPoise + 10%,13,9 cPoise + 10%, 14,0 cPoise + 10%, 15,5 cPoise + 10% o
17,9 cPoise = 10%.

En una realizacion, la osmolalidad de la formulacion farmacéutica liquida eété entre
100 £ 15 mOsm/kg y 460 + 69 mOsm/kg. En una realizacic’m, la osmolalidad de la
formulaciéon farmacéutica liquida es 103 + 15 mOsm/kg o aproximadamente 103
mOsm/kg. En una realizacion, la osmolalidad de la formulacién farmacéutica liquida es
195 + 29 mOsm/kg o aproximadamente 195 mOsm/kg. En una realizacién, la
osmolalidad de la formulacién farmacéutica liquida es 220 + 33 mOsm/kg o
aproximadamente 220 mOsm/kg. En una realizacién, la osmolalidad de la formulacién
farmacéutica liquida es 330 £ 50 mOsm/kg o aproximadamente 330 mOsm/kg. En una

realizacion, la osmolalidad de la formulacién farmacéutica liquida es 435 + 65 mOsm/kg

%



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

o aproximadamente 435 mOsm/kg. En una realizacion, la osmolalidad de la formulacion
fa'rmacéutica liquida es 440 + 66 mOsm/kg o aproximadamente 440 mOsm/kg. En una
realizacion, la osmolalidad de la formulacién farmacéutica liquida es 458 + 69 mOsm/kg
o aproximadamente 458 mOsm/kg.

En una realizacién, al menos el 96% o al menos el 97% de la forma del anticuerpo
anti-PCSK9 no agregada y no degradada se recupera de la formulaciéon farmacéutica
liquida después de tres meses de almacenamiento de la formulacion farmacéutica
liquida a -80 °C, tal y como determind la cromatografia de exclusién por tamario. En
una realizacién, al menos el 56% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 no basica y no
acida (es decir, el pico principal o la forma con carga principal) se recupera de la
formulaciéon farmacéutica liquida después de tres meses de almacenamiento de la
formulacién farmacéutica liquida a -80 °C, tal y como determiné la cromatografia de
intercambio iénico.

En una realizacion, al menos el 96% o al menos el 97% de la forma del anticuerpo
anti-PCSK9 no agregada y no degradada se recupera de la formulacién farmacéutica
liquida después de tres meses de almacenamiento de la formulacién farmacéutica
liquida a -30 °C, tal y como determiné la cromatografia de exclusion por tamario. En
una realizacién, al menos el 56% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 con carga
principal se recupera de la formulaciéon farmacéutica liquida después de tres meses de
almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a -30 °C, tal y como determind
la cromatografia de intercambio idnico.

En una realizacién, al menos el 96% o al menos el 97% de la forma del anticuerpo
anti-PCSK9 no agregada y no degradada se recupera de la formulacion farmacéutica
liquida después de tres meses de almacenamiento de la formulaciéon farmacéutica
liquida a -20 °C, tal y como determiné la cromatografia de exclusion por tamario. En
una realizacion, al menos el 56% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 con carga

principal se recupera de la formulacion farmacéutica liquida después de tres meses de
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almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a -20 °C, tal y como determiné

la cromatografia de intercambio idnico.

En una realizacién, al menos el 96% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 no
agregada y no degradada se recupera de la formulacion farmacéutica liquida después
de seis meses de almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a 5 °C, tal y
como determiné la cromatografia de exclusién por tamafio. En una realizacién, al
menos el 58% o el 59% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 con carga principal se
recupera de la formulacién farmacéutica liquida después de tres meses de
almacenamiento de la formulacion farmacéutica liquida a 5 °C, tal y como determind la
cromatografia de intercambio idnico.

En una realizacién, al menos el 94% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 no
agregada y no degradada se recupera de la formulacién farmacéutica liquida después
de seis meses de almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a 25 °C, tal y
como determind la cromatografia de exclusion por tamario. En una realizacién al menos
el 45% o el 47% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 no basica y no acida se
recupera de la formulacién farmacéutica liquida después de seis meses de
almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a 25 °C, tal y como determiné la
cromatografia de intercambio i6nico.

En una realizacion, al menos el 91% o el 92% de la forma del anticuerpo anti-
PCSK9 no agregada y no degradada se recupera de la formulacion farmacéutica
liquida después de 28 dias de almacenamiento de la formulacidn farmacéutica liquida a
45 °C, tal y como determiné la cromatografia de exclusién por tamafio. En una
realizacion, al menos el 35% o el 37% de la forma del anticuerpo anti-PCSK9 no basica
y no 4cida se recupera de la formulacion farmacéutica liquida después de 28 dias de
almacenamiento de la formulacién farmacéutica liquida a 45 °C, tal y como determiné la

cromatografia de intercambio iénico.

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida que -

comprende: (i) de 50 £ 7,5 mg/ml a 175 + 26 mg/ml de un anticuerpo humano que se
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une especificamente a la PCSK9 humana; (ii) de 0 mM a 40 + 6 mM de histidina; (iii) de
0% a 0,2% + 0,03% (p/v) de polisorbato 20; (iv) de 0% a 12% + 1,8% (p/v) de sacarosa
y (v) de 0 mM a 50 + 7,5 mM de arginina, a un pH de aproximadamente 5,3 a
aproximadamente 6,7. El anticuerpo anti-PCSK9 de este aspecto comprende una
region variable de cadena pesada (HCVR) y una region variable de cadena ligera
(LCVR) de forma que la combinacion HCVR / LCVR comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y ligera (HCDR1-HCDR2-
HCDR3 / LCDR1-LCDR2-LCDR3), que comprenden las secﬁencias de aminoacidos de
SEC ID N° 2-3-4 / SEC ID NO: 6-7-8, respectivamente. En una realizacién en
particular, el anticuerpo anti-PCSK9 comprende una region variable de cadena pesada
(HCVR) y una regién variable de cadena ligera (LCVR) que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEC ID NO: 1 y SEC ID NO: 5, respectivamente (en adelante “mAb-
316P").

En una realizacién de este aspecto, la formulacién liquida comprende (i) 50 + 7,5
mg/ml de mAb-316P; (i) 10 £+ 1,5 mM de histidina; (i) 0,1% + 0,015% (p/v) de
polisorbato 20 y (iv) 6% + 0,9% (p/v) de sacarosa, a un pH 6,0 + 0,3. En una realizacion
de esta formulacién en particular, la viscosidad es de aproximadamente 1,7 cPoise. En
una realizacién de esta formulacién en particular, la osmolalidad es 220 + 44 mOsm/kg.

En otra realizacién, la formulacién liquida comprende (i) 100 + 20 mg/ml de mAb-
316P; (ii) 20 = 4 mM de histidina; (iii) 0,2% + 0,04% (p/v) de polisorbato 20 y (iv) 12% +
2,4% (p/v) de sacarosa, a un pH 6,0 + 0,3. En una realizacion de esta formulacion en
particular, la viscosidad es aproximadamente 3,5 cPoise. En una realizaciéon de esta
formulacion en particular, la osmolalidad es 440 + 88 mOsm/kg.

En otra realizacion, la formulacién liquida comprende (i) 150 + 22,5 mg/ml de mAb-
316P; (i) 10 £ 1,5 mM de histidina; (i) 0,2% + 0,03% o 0,01% = 0,0015% (p/v) de
polisorbato 20 y (iv) 10% + 1,5% (p/v) de sacarosa, a un pH 6,0 + 0,3. En una

realizacion de esta formulacién en particular, la viscosidad es de aproximadamente 6



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

cPoise. En una realizacién de esta formulacion particular, la osmolalidad es 435 + 65,25
mOsm/kg. En una realizacion de esta formulacién en particular, después del
almacenamiento de la formulacién a 45 ° durante 28 dias, > 92% del anticuerpo es
nativo y > 35% del anticuerpo esta en la forma con carga principal. En una realizacion
de esta formulacion en particular, después del almacenamiento de la formulacién a 25 °©
durante seis meses, > 94% del anticuerpo es nativo y > 45% del anticuerpo esta en la
forma con carga principal. En una realizacion de esta formulacién en particular,
después del almacenamiento de la formulacién a 5 ° durante seis meses, > 96% del
anticuerpo es nativo y > 58% del anticuerpo esta en la forma con carga principal. En
una realizacién de esta formulacion en particular, después del almacenamiento de la
formulacion a -20 ° durante doce meses, > 97% del anticuerpo es nativo y > 56% del

anticuerpo esta en la forma con carga principal. En una realizacion de esta formulacion

en particular, después del almacenamiento de la formulacién a -80 ° durante doce
meses, > 97% del anticuerpo es nativo y > 56% del anticuerpo esta en la forma con
carga principal. En una realizacién de esta formulacion en particular, después del
almacenamiento de la formulacion a -80 ° durante doce meses, > 97% del anticuerpo
es nativo y > 56% del anticuerpo esta en la formé con carga principal.

En algunas realizaciones de esta formulacion en particular, > 85% del anticuerpo
retiene su poder biolégico después de 28 dias a 45 °C, > 82% después de 28 dias a 37
°C ylo > 98% después de 28 dias a 25 °C. En algunas realizaciones de esta
formulacién en patrticular, 2 85% del anticuerpo retiene su poder bioldégico después de
seis meses a -20 °C, > 70% después de seis meses a -30 °C y/o > 79% después de
seis meses a -80 °C. En algunas realizaciones de esta formulacién en particular, > 81%
del anticuerpo retiene su potencia bioldgica después de ocho ciclos hielo-deshielo y/o >
84% del anticuerpo retiene su actividad biolégica después de 120 minutos de agitacion.

En otra realizacién de este aspecto, la formulacién liquida comprende (i) 175 +

W
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26,25 mg/ml de mAb-316P; (ii) 10 + 1,5 mM de histidina; (iii) 0,01% + 0,0015% (p/v) de
polisorbato 20; (iv) 5% + 0,75% (p/v) de sacarosa y (v) 50 + 7,5 mM de arginina, a un
pH 6,0 £ 0,3. En una realizacién de esta formulacién en particular, la viscosidad es‘de
aproximadamente 10,6 cPoise. En una realizaciéon de esta formulacién en particular, la
osmolalidad es 330 + 50 mOsm/kg. En una realizacién de esta formulacién en
particular, después del almacenamiento de la formulacién a 45 ° durante 28 dias, >
91% del anticuerpo es nativo y > el 38% del anticuerpo esta en la forma con carga
principal. En una realizacion de esta formulacién en particular, después del
almacenamiento de la formulacién a 25 ° durante seis meses, > 94% del anticuerpo es
nativo y > 47% del anticuerpo esta en la forma con carga principal. En una realizacién
de esta formulacién en particular, después del almacenamiento de la formulacién a 5 °
durante seis meses, > 96% del anticuerpo es nativo y > 59% del anticuerpo esta en la
forma con carga principal. En una realizacién de esta formulacién en particular,
después del almacenamiento de la formulacion a -20 ° durante tres meses, > 96% del
anticuerpo es nativo y > 56% del anticuerpo esta en la forma con carga principal. En
una realizacién de esta formulaciéon en particular, después del almacenamiento de la
formulacion a -80 °© durante tres meses, > 96% del anticuerpo es nativo y > 56% del
anticuerpo esta en la forma con carga principal. En una realizacién de esta formulacion
en particular, después del almacenamiento de la formulacién a -80 ° durante tres
meses, > 96% del anticuerpo es nativo y > 56% del anticuerpo esta en la forma con
carga principal.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica liquida de cualquiera
de los aspectos precedentes en un envase. En una realizacion, el envase es un vial de
policarbonato. En otra realizacién, el envase es un vial de cristal. En una realizacion, el
vial de cristal es un vial de cristal de borosilicato tipo 1 con un tapén de goma butilo
cubierto de fluorocarbono. En otra realizacién, el envase es un microinfusor. En otra

realizacion, el envase es una jeringa. En una realizacion especifica, la jeringa
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comprende un eémbolo cubierto de fluorocarbono. En una realizacion especifica, la

jeringa es una jeringa de cristal de 1 ml de longitud que contiene menos de

aproximadamente 500 partes por billon de tungsteno equipada con una aguja 27-G, un
tapén de goma butilo cubierto de fluorocarbono y un capuchén con punta de goma sin
latex y no citotéxica. En una realizacion mas especifica, la jeringa es una jeringa de
cristal NUOVA OMPI de 1 ml de longitud equipada con una aguja de pared fina 27-G,
un tapén de goma 4023/50 cubierto de FLUROTEC y un capuchén con punta de goma
FM 27. En otra realizacién especifica, la jeringa es una jeringa de plastico de 1 ml o 3
ml provista de una aguja 27-G. En una realizacién mas especifica, la jeringa de plastico
la distribuye BECTON DICKINSON.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (a)
175 mg/ml + 26,25 mg/ml de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) 10 mM + 1,5 mM de
histidina, pH 6 + 0,3, (¢) 0,01% p/v + 0,0015% de polisorbato 20, (d) 5% p/v £ 0,75% de
sacarosa y (e) 50. mM £ 7,5 mM de arginina, en donde (a) el anticuerpo comprende un
HCVD con SEC ID N° 1 y un LCVD con SEC ID N° 5, (b) mas del 90% de los
anticuerpos de la formulaci6n tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa, (c) mas
del 50% de los anticuerpos de la formulacion tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5 y (d) del 75% al 90% de los anticuerpos de la formulacion estan
fucosilados.

En una realizacion, la formulaciéon farmacéutica consiste en (a) 175 mg/ml + 26,25
mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 del parrafo inmediatamente precedente, (b) 10 mM +
1,5 mM de histidina, pH 6 + 0,3, (c) 0,01% p/v + 0,0015% de polisorbato 20, (d) 5% p/v
+ 0,75% de sacarosa y () 50 mM + 7,5 mM de arginina, en agua. |

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (a)
150 mg/ml £ 22,5 mg/ml de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) 10 mM £ 1,5 mM de
histidina, pH 6 = 0,3, (¢) 0,2% p/v + 0,03% de polisorbato 20, y (d) 10% p/v + 1,5% de

sacarasa, en donde (i) el anticuerpo comprende un HCVD con SEC ID N° 1 y un LCVD

-11-
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con SEC ID N°: 5, (ii) mas del 90% de los anticuerpos de la formulacién tienen un peso
molecular de 155 kDa + 1 kDa, (iii) mas del 50% de los anticuerpos de la formulacion
tienen un punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5, y (iv) del 75% al 90% de los
anticuerpos de la formulacién estan fucosilados.

En una realizacién, la formulacién farmacéutica consiste en (a) 150 mg/ml + 22,5
mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 del parrafo inmediatamente precedente, (b) 10 mM +
1,5 mM de histidina, pH 6 + 0,3, (c) 0,2% p/v + 0,03% de polisorbato 20 y (d) 10% p/v +
1,5% de sacarosa, en agua.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (a)
150 mg/ml £ 22,5 mg/ml de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) 10 mM + 1,5 mM de
histidina, pH 6 + 0,3, (¢) 0,01% p/v + 0,0015% de polisorbato 20, y (d) 10% p/v + 1,5%
de sacarosa, en donde (i) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N° 1 y un
LCVD de SEC ID N°: 5, (ii) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular
de 155 kDa * 1 kDa, (jii) mas del 50% de los anticuerpos de la formulacién tienen un
punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (iv) del 75% al 90% de los anticuerpos de
la formulacién estan fucosilados.

En una realizacion, la formulacién farmacéutica consiste en (a) 150 mg/mi + 22,5
mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 del parrafo inmediatamente precedente, (b) 10 mM +
1,5 mM de histidina, pH 6 J_r 0,3, (c) 0,01% p/v + 0,0015% de polisorbato 20 y (d) 10%
p/v £ 1,5% de sacarosa, en agua.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (a)
100 mg/ml + 15 mg/ml de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) 20 mM + 3 mM de histidina, pH
6 £ 0,3, (c) 0,2% p/v £ 0,03% de polisorbato 20 y (d) 12% p/v + 1,8% de sacarosa, en
donde (i) el anticuerpo comprende un HCVD con SEC ID N°: 1 y un LCVD con SEC ID
N°: 5, (ii) mas del 90% de los anticuerpos de la formulacion tienen un peso molecular
de 155 kDa + 1 kDa, (iii) mas del 50% de los anticuerpos de la formulacién tienen un

punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (iv) del 75% al 90% de los anticuerpos de
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la formulacién estan fucosilados.

En una realizacién, la formulacién farmacéutica consiste en (a) 100 mg/ml = 15
mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 del parrafo inmediatamente precedente, (b) 20 mM +
3 mM de histidina, pH 6 £ 0,3, (c) 0,2% p/v + 0,03% de polisorbato 20 y (d) 12% p/v +
1,8% de sacarosa, en agua.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (a)
50 mg/ml = 7,5 mg/ml de un anticuerpo, (b) 10 mM + 1,5 mM de histidina, pH 6 + 0,3,
(c) 0,1% p/v + 0,015% de polisorbato 20 y (d) 6% p/v + 0,9% de sacarosa, en donde (i)
el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N° 1y un LCVD de SEC ID N°: 5, (ii)
mas del 90% de los anticuerpos de la formulacién tienen un peso molecular de 155 kDa
+ 1 kDa, (iii) mas del 50% de los anticuerpos de la formulacién tienen un punto
isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (iv) del 75% al 90% de los anticuerpos de Ia
formulacién estan fucosilados.

En una realizacion, la formulacién farmacéutica consiste en (a) 50 mg/ml + 7,5
mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 del parrafo inmediatamente precedente, (b) 10 mM +
1,5 mM de histidina, pH 6 £ 0,3, (c) 0,1% p/v + 0,015% de polisorbato 20 y (d) 6% p/v +
0,9% de sacarosa, en agua.

En un aspecto, se proporciona un método para preparar una composicion
liofilizada que comprende un anticuerpo anti-PCSK9 y menos del 0,3% de agua. El
método comprende las etapas de (a) combinar en un vial de cristal agua, un anticuerpo
anti-PCSKS9, histidina,/ sacarosa y polisorbato 20, (b) a continuacién mantener la
combinacién aproximadamente 5 °C durante aproximadamente 60 minutos, (¢) a
continuacién disminuir la temperatura a una proporcion de aproximadamente 0,5 °C por
minuto, (d) a continuacion mantener la combinacion a aproximadamente -45 °C durante
aproximadamente 120 minutos, (€) a continuaciéon reducir la presion atmosférica a
aproximadamente 100 mTorr, (f) a continuaciéon aumentar la temperatura a una

proporcion de aproximadamente 0,5 °C por minuto, (g) a continuacién mantener la
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combinacion a aproximadamente -25 °C durante aproximadamente 78 horas, (h) a
continuacion aumentar la temperatura a una proporcién de 0,2 °C por minuto, (i) a
continuacion mantener a aproximadamente 35 °C durante aproximadamente 6 horas, (j)
a continuacién disminuir la temperatura a una proporcién de aproximadamente 0,5 °C,
(k) y mantener la combinacién a aproximadamente 25 ° durante aproximadamente 60
minutos, antes de su almacenamiento.

En una realizacién, el método comprende ademas las etapas de (I) rellenar el vial
de cristal que contiene la combinacion de la etapa (k) con gas nitrégeno y (m) cerrar el
vial a presion atmosférica de aproximadamente 80%. En una realizacién, la
composicién se lleva a 2-8 °C después de la etapa (i), (j) o (k) y antes de la etapa de
cierre del vial.

En algunas realizaciones, en la etapa (a) el anticuerpo anti-PCSK9 esta a 50
mg/ml £ 7,5 mg/ml, la histidina estd a 10 mM + 1,5 mM (pH 6,0), el polisorbato 20 esta
al 0,1% + 0,015%, y la sacarosa esta al 6% + 0,9%. En una realizacion, el anticuerpo
anti-PCSK9 comprende una HCDR1 de SEC ID N°: 2, una HCDR2 de SEC ID N°: 3,
una HCDR3 de SEC ID N° 4, una LCDR1 de SEC ID N°; 6 una LCDR2 de SEC ID N¢;
7 y una LCDR3 de SEC ID N° 8. mAb-316P. En una realizacién, el anticuerpo anti-
PCSK9 comprende un HCVD de SEC ID N° 1 y un LCVD de SEC ID N° 5. En una
realizacion, (i) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N°: 1y un LCVD de SEC
ID N° 5, (i) mas del 90% de los anticuerpos de la combinacién tienen un peso
molecular de 155 kDa + 1 kDa, (iii) mas del 50% de los anticuerpos de la combinacién
tienen un punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (iv) del 75% al 90% de los
anticuerpos de la combinacion estan fucosilados.

En un aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica liofilizada que
comprende un anticuerpo anti-PCSK9 y menos del 0,3% de agua, producida segun el
método del aspecto precedente.

En un aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica, que comprende la
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composicion farmacéutica liofilizada del aspecto precedente resuspendida en agua. En
una realizacién, la composicion farmacéutica consiste en 50 mg/ml + 7,5 mg/ml del
anticuerpo anti-PCSK9, 10 mM + 1,5 mM de histidina (pH 6,0), 0,1% = 0,015% de
polisorbato 20 y 6% + 0,9% de sacarosa, en agua. En una realizacion, la composicion
farmacéutica consiste en 100 mg/ml £ 15 mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9, 20 mM + 3
mM de histidina (pH 6,0), 0,2% + 0,03% de polisorbato 20 y 12% + 1,8% de sacarosa,
en agua. En otra realizacion, la composicion farmacéutica consiste en 150 mg/ml + 22,5
mg/ml de anticuerpo anti-PCSK9, 30 mM + 4,5 mM de histidina (pH 6,0), 0,3% =+
0,045% de polisorbato 20 y 18% + 2,7% de sacarosa, en agua. En otra realizacién
adicional la composicién farmacéutica consiste en 175 mg/ml + 26,25 mg/ml del
anticuerpo anti-PCSK9, 35 mM + 5,25 mM de histidina (pH 6,0), 0,35% + 0,0525% de
polisorbato 20y 21% +3,15% de sacarosa, en agua.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PCSK9 comprende un HCVD de SEC
ID N° 1y un LCVD de SEC ID N° 5y (b) mas del 90% de los anticuerpos de la
composicion tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa, (¢) mas del 50% de los
anticuerpos de la composicion tiene un punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (d)
del 75% al 90% de los anticuerpos de la composicion estan fucosilados.

En un aspecto, se. proporciona una composicién farmacéutica de cualquiera de los
aspectos precedentes, en donde dicha composicion esta contenida en un envase. En
una realizacion, el envase es un vial, el cual, en algunas realizaciones, es un vial de
cristal. En otra realizacion, el envase es una jeringa. En algunas realizaciones, la
jeringa es una jeringa de cristal con bajo contenido de tungsteno. En una realizacion, la
jeringa es una jeringa de cristal NUOVA OMPI de 1 ml de longitud equipada con una

aguja de pared fina 27-G, un tapén de goma 4023/50 cubierto de FLUROTEC y un

capuchén con punta de goma FM 27.
En un aspecto, se proporciona un kit que comprende una composicidn

farmacéutica de cualquiera de los aspectos precedentes, un envase e instrucciones. En
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una realizacion, el envase es una jeringa precargada. En una realizacién en particular,
la jeringa es una jeringa de cristal NUOVA OMPI de 1 mi de longitud equipada con una
aguja de pared fina 27-G, un tapén de goma 4023/50 cubierto de FLUROTEC y un
capuchén con punta de goma FM 27.

Otras realizaciones de la presente invencidn resuitaran obvias tras la revisién de la

descripcion detallada a continuacion.

DESCRIPCION DETALLADA

Antes de describir la presente invencién, debera entenderse que esta invencion no
se limita a los métodos particulares y condiciones experimentales descritas, ya que
dichos métodos y condiciones pueden variar. Debera entenderse ademas que la
terminologia empleada en esta memoria se utiliza Unicamente con el fin de describir
realizaciones en particular y no pretender ser limitativa, ya que el alcance de la
presente invencion estara limitado Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y especificos
empleados en esta memoria tienen el mismo significado que generalmente le daria un
experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion. Tal y como se emplea
en la presente memoria, el término “aproximadamente”, cuando se usa en referencia a
un valor numérico o intervalo de valores citados en particular, significa que el valor
puede variar respecto al valor citado en no mas del 1%. Por ejemplo, tal y como ya se
ha empleado en esta memoria, la expresiéﬁ “aproximadamente 100” incluye 99y 101y
todos los valores entre ellos (p. €j., 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, etc.).

Aungue algunos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
esté memoria pueden utilizarse en la practica o analisis de la presente invencion, los
métodos y materiales preferidos se describen a continuacion. Todas las publicaciones
mencionadas en esta memoria se incorporan en la misma por referencia para

describirla en su totalidad.

-16 -



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Tal y como se utiliza en esta memoria, la expresion “formulacion farmacéutica”
significa una combinacién de al menos un principio activo (p. ej., una molécula
pequefia, macromolécula, compuesto, etc. que es capaz de ejercer un efecto bioldgico
en un ser humano o en un animal no humano) y al menos un principio inactivo que, al
combinarse con el principio activo o uno o mas de los principios inactivos adicionales,
es apta para su administracion terapéutica a un ser humano o a un animal no humano.
El término “formulacién”, tal y como se emplea en esta memoria, significa “formulacién
farmacéutica’, a menos que se indique especificamente lo contrario. La presente
invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos un
polipéptido terapéutico. Segun ciertas realizaciones de la presente invencién, el
polipéptido terapéutico es un anticuerpo, o un fragmento del mismo que se une a un
antigeno, que se une especificamente a la proteina humana proproteina convertasa
subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9). Mas especificamente, la presente invencion
incluye formulaciones farmacéuticas que comprenden: (i) un anticuerpo humano que se
une especificamente a la PCSK9 humana (i) un tampén de histidina; (iii) un
codisolvente organico que es un tensioactivo no iénico; (iv) un estabilizador térmico que
es un carbohidrato y, opcionalmente, (v) un reductor de la viscosidad que es una sal. A
continuacidn se describen en detalle componentes y formulaciones especificas a modo

de ejemplo que se incluyen en la presente invencion.

ANTICUERPOS QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A LA PCSK9

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender un
anticuerpo humano, o un fragmento del mismo que se une a un antigeno, que se une
especificamente a la PCSK9 humana. Tal y como se emplea en esta memoria, el
término “PCSK9” significa una proproteina humana convertasa que pertenece a la
subfamilia de la proteinasa K de la familia de la subtilasa secretora. Las pruebas

sugieren que la PCSK9 aumenta los niveles de LDL del plasma al unirse al receptor de
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la particula de lipoproteina de baja densidad y promover su degradaciéon. Una
secuencia de aminoacido PCSK9 humano ejemplar se describe en SEC ID N°: 9. Los
anticuerpos contra la PCSK9 humana se describen en las solicitudes de publicacion de
patente US 2010/0166768, US 2011/0065902 y WO 2010/077854.

El término “anticuerpo” tal y como se emplea en esta memoria, generalmente se
refiere a moléculas de inmunoglobulina que comprende cuatro cadenas polipeptidicas,
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro, asi como sus multimeros (p. €j., IgM); sin embargo, las moléculas de
inmunoglobulina que consisten solo en cadenas pesadas (es decir, que no tienen
cadenas ligeras) se incluyen también en la definicion del término "anticuerpo”. Cada
una de las cadenas pesadas comprende una regiéon variable de cadena pesada
(abreviada en esta memoria como HCVR o Vy) y una region constante de cadena
pesada. La region constante de cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y
CH3. Cada cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera (abreviada
en esta memoria como LCVR o V|) y una regién constante de cadena ligera. La region
constante de cadena ligera comprende un dominio (CL1). Las regiones V4 y V. pueden
subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan
mas conservadas, denominadas regiones de marco (FR). Cada Vy y V, esta compuesta
de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

A menos que se indique especificamente lo contrario, se debera entender que el
término “anticuerpo”, tal y como se emplea en esta memoria, incluye moléculas de
anticuerpo completas asi como fragmentos de los mismos que se unen a antigenos. El
término “porcién que se une a un antigeno” o “fragmento que se une a un antigeno” de
un anticuerpo (o simplemente “porcién de anticuerpo” o “fragmento de anticuerpo”) tal y
como se emplea en esta memoria, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo

que conservan la habilidad de unirse especificamente a la PCSK9 humana o a un
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epitopo de la misma.

Un “anticuerpo aislado”, tal y como se emplea en esta memoria, pretende hacer
referencia a un anticuerpo que esta substancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen otras especificidades antigénicas diferentes (p. €j., un anticuerpo aislado que se
une especificamente a la PCSK9 humana esta sustancialmente libre de anticuerpos
que se unen especificamente a antigenos diferentes a la PCSK9 humana).

La expresion “se une especificamente”, o similar, significa que un anticuerpo o
fragmento del mismo se une a un antigeno que forma un compuesto con un antigeno
que es relativamente estable en condiciones fisioldgicas. La unidn especifica puede
estar caracterizada por una constante de disociacién de al menos aproximadamente
1x10® M o mayor. Los métodos para determinar si dos moléculas se unen
especificamente son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, didlisis de
equilibrio, resonancia de plasmén superficial, y similares. Un anticuerpo aislado que se
une especificamente a la PCSK9 humana puede, sin embargo, tener reactividad
cruzada con otros antigenos, como las moléculas de PCSK9 de otras especies
(ortélogos). En el contexto de la presente invencion, se considera que los anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, biespecificos) que se unen a la PCSK9 humana y a uno
0 mas antigenos adicionales se “unen especificamente” a la PCSK9 humana. Ademas,
un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otros materiales celulares o
productos quimicos.

Los anticuerpos anti PCSK9 humana ejemplares que pueden incluirse en las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencién estan establecidos en las
publicaciones de solicitud de patente US 2010/0166768, US 2011/0065902 y WO
2010/077854, cuyas descripciones se incorporan por referencia en su totalidad.

Segun ciertas realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo mAb-316P anti-
PCSK9 humana es una 1gG1 humana que comprende una regién variable de cadena
pesada que es del subtipo IGHV3-23 y una regién variable de cadena ligera que es del

subtipo IGKV4-1 (véase Barbie y Lefranc, The Human Immunoglobulin Kappa Variable
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(IGKV) Genes and Joining (IGKJ) Segments, Exp. Clin. Inmunogenet. 1998; 15: 171-
183; y Scaviner, D. et al., Protein Displays of the Human Immunoglobulin Heavy, Kappa
and Lambda Variable and Joining Regions, Exp. Clin. Immunogenet., 1999; 16: 234-
240).

En algunas realizaciones, el mAb-316P anti-PCSK9 humana comprende al menos
una sustitucion de aminoacido, que resulta en un cambio de carga en una superficie
expuesta del anticuerpo relativo a la secuencia de linea germinal IGKV4-1. La
secuencia de linea germinal IGKV4-1, y los nimeros de designacién de la posicién del
aminoacido presentados en esta memoria van acordes con el sistema de informacion
internacional de ImMunoGeneTics (IMGT), segtn se describe en Lefranc, M.-P., et al.,
IMGT®, the international ImMunoGeneTics information system®, Nucl. Acids Res, 37,
D1006-D1012 (2009). En algunas realizaciones, la superficie expuesta comprende una
region determinante de complementariedad (CDR). En algunas realizaciones, la
sustitucion o sustituciones de aminoacidos se seleccionan del grupo que consiste en un
aminoacido basico sustituido por un aminoacido polar no cargado dentro de la CDR1
(p. €j., en la posicion 32) de la IGKV4-1. Se esperaria que las permutaciones Unicas en
la distribucion de la carga de un anticuerpo, especialmente en una interfaz ambiental
(como, p. €j., en una CDR), crearan condiciones impredecibles a la hora de mantener o
avanzar la estabilidad del anticuerpo en solucion.

En algunas realizaciones, el anticuerpo mAb-316P anti-PCSK9 humana comprende
al menos una sustitucién de aminodcido, lo que crea un cambio de carga dentro de una
regiébn marco de una region variable del anticuerpo relativa a la secuencia de linea
germinal IGHV3-23 o la secuencia de linea germinal IGKV4-1. En algunas
realizaciones, la sustitucion o sustituciones de aminoacidos se seleccionan del grupo
que consiste en (a) un aminoacido hidréfobo sustituido por un aminoacido polar en la
region marco 3 (FR3) (p. €j., en la posicién 77) de la IGHV3-23, y (b) un aminoéacido
polar sustituido por un aminoacido basico en la regién marco 2 (FR2) (por ejemplo, en

la posicion 51) de la IGKV4-1. Se esperaria que los cambios en cuanto a la capacidad
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de plegamiento de la cadena peptidica, especialmente dentro de una regién marco, que
afecta a la interfaz de la CDR con el disolvente, crearan condiciones impredecibles a la
hora de mantener o avanzar la estabilidad del anticuerpo en solucion.

Segun ciertas realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo anti-PCSK9
humana, o fragmento del mismo que se une a un antigeno, comprende una region
determinante de complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 de SEC ID N°: 2,
una HCDR2 de SEC ID N° 3 y una HCDR3 de SEC ID N°: 4. En ciertas realizaciones,
el anticuerpo anti-PCSK9 humana, o fragmento del mismo que se une a un antigeno,
comprende un HCVD de SEC ID N°: 1.

Segun ciertas realizaciones de la presente invencién, el anti-PCSK9 humana, o
fragmento del mismo que se une a un antigeno, comprende una regién determinante de
complementariedad de cadena (kappa) ligera (LCDR) 1 de SEC ID N° 6, una LCDR2
de SEC ID N° 7 y una LCDRS3 de SEC ID N°: 8. En ciertas realizaciones el anticuerpo

anti-PCSK9 humana, o fragmento del mismo que se une a un antigeno, comprende un

LCVD de SEC ID N°: 5.

Se hace referencia al anticuerpo ejemplar no limitativo utilizado en los Ejemplos de

la presente memoria como “mAb-316P”. También se hace referencia a este anticuerpo
en el documento US 7.608.693 como H4H098P. El mAb-316P (H4H098P) comprende
un par de secuencias de aminoacidos que tienen HCVR/LCVR de SEC ID N°: 1/5 y
dominios HCDR1-HCDR2-HCDR3 / LCDR1-LCDR2-LCDR3 representados por las SEC
ID Nos: 2-3-4 / SEC ID Nos: 6-7-8.

La cantidad de anticuerpo, o de fragmentos de unién a antigeno del mismo,
contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion puede
variar dependiendo de las propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi
como de las circunstancias y fines particulares para los que se pretenda utilizar las
formulaciones. En ciertas realizaciones, las formulaciones farmacéuticas son

formulaciones liquidas que pueden contener 50 + 7,5 mg/ml a 250 + 37,5 mg/ml del
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anticuerpo;_ 60 + 9 mg/ml a 240 + 36 mg/ml del anticuerpo; 70 + 10,5 mg/ml a 230 +
34,5 mg/ml del anticuerpo; 80 + 12 mg/ml a 220 + 33 mg/ml del anticuerpo; 90 + 13,5
mg/ml a 210 + 31,5 mg/ml del anticuerpo; 100 + 15 mg/ml a 200 + 30 mg/m! del
anticuerpo; 110 + 16,5 mg/ml a 190 + 28,5 mg/ml del anticuerpo; 120 + 18 mg/ml a 180
+ 27 mg/mi del anticuerpo; 130 + 19,5 mg/ml a 170 £ 25,5 mg/ml del anticuerpo; 140 +
21 mg/ml a 160 = 24 mg/ml del anticuerpo; 150 + 22,5 mg/ml del anticuerpo; o0 175 +
26,25 mg/ml. Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion pueden
comprender  aproximadamente 50 mg/ml; aproximadamente 60 mg/ml;
aproximadamente 65 mg/ml; aproximadamente 70 mg/ml; aproximadamente 75 mg/ml;
aproximadamente 80 mg/ml; aproximadamente 85 mg/ml; aproximadamente 90 mg/ml;
aproximadamente 95 mg/ml; aproximadamente 100 mg/ml; aproximadamente 105
mg/ml; aproximadamente 110 mg/ml; aproximadamente 115 mg/ml; aproximadamente
120 mg/mi; aproximadamente‘ 125 mg/ml; aproximadamente 130 mg/ml;
aproximadamente 135 mg/ml; aproximadamente 140 mg/ml; aproximadamente 145
mg/ml; aproximadamente 150 mg/ml; aproximadamente 155 mg/ml; aproximadamente
160 mg/ml; aproximadamente 165 mg/ml; aproximadamente 170 mg/ml;
aproximadamente 175 mg/ml; aproximadamente 180 mg/ml; apro'ximadamente 185
mg/ml; aproximadamente 190 mg/ml; aproximadamente 195 mg/ml; aproximadamente
200 mg/ml; aproximadamente 205 mg/ml; aproximadamente 210 mg/ml;
aproximadamente 215 mg/ml; aproximadamente 220 mg/ml; aproximadamente 225
mg/ml; aproximadamente 230 mg/ml; aproximadamente 235 mg/ml; aproximadamente
240 mg/ml; aproximadamente 245 mg/ml o aproximadamente 250 mg/ml de un
anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une

especificamente a la PCSK9 humana.

EXCIPIENTES y pH

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden uno o mas

excipientes. El término “excipiente”, tal y como se usa en la presente memoria, significa
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cualquier agente no terapéutico afiadido a la formulacién para proporcionar
consistencia, viscosidad o efecto estabilizador deseado.

En ciertas realizaciones, la formulacion farmacéutica de la invencion comprende al
menos un codisolvente organico de un tipo y en una cantidad que estabiliza el
anticuerpo PCSK9 humano en condiciones de manipulacién brusca o agitacion, tal y
como, p. ej. agitacion vorticial. En algunas realizaciones, “estabiliza” significa la
prevencion de la formacion de mas del 3% de anticuerpo agregado de la cantidad total
del anticuerpo (desde el punto de vista de su molaridad) durante una manipulacién
brusca. En algunas realizaciones, una manipulacion brusca es una agitacion vorticial de
una solucion que contiene el anticuerpo y el codisolvente organico durante
aproximadamente 60 minutos o0 aproximadamente 120 minutos.

En ciertas realizaciones, el codisolvente organico es un tensioactivo no iénico, tal y
como un alquil poli(éxido de etileno). Algunos tensioactivos no idnicos especificos que
pueden incluirse en las formulaciones de la presente invencidon incluyen, p. ej.,
polisorbatos tal como polisorbato 20, polisorbato 28, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 65, polisorbato 80, polisorbato 81 y polisorbato 85; poloxameros como el
poloxamero 181, poloxamero 188, poloxamero 407 o polietilenglicol (PEG). El

polisorbato 20 también se conoce como TWEEN 20, monolaurato de sorbitan y

monolaurato de polioxietilensorbitan. El poloxamero 188 también se conoce como

PLURONIC F68.

La cantidad de tensioactivo no iénico contenida dentro de las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion puede variar dependiendo de las propiedades
especificas deseadas de las formulaciones, asi como de las circunstancias y fines
particulares para los que se pretende utilizar las formulaciones. En ciertas
realizaciones, las formulaciones pueden contener 0,01% =* 0,001'5% a0,2% £ 0,03% de
tensioactivo. Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion pueden
comprender aproximadamente 0,0085%; aproximadamente 0,01%; aproximadamente

0,02%; aproximadamente 0,03%; aproximadamente 0,04%; aproximadamente 0,05%:
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aproximadamente 0,06%; aproximadamente 0,07%; aproximadamente 0,08%:;

aproximadamente 0,09%; aproximadamente 0,1%; aproximadamente 0,11%:;
aproximadamente 0,12%; aproximadamente 0,13%; aproximadamente 0,14%;
aproximadamente 0,15%; aproximadamente 0,16%; aproximadamente 0,17%:;
aproximadamente 0,18%; aproximadamente 0,19%; aproximadamente 0,20%;
aproximadamente 0,21%; aproximadamente 0,22% o aproximadamente 0,23% de
polisorbato 20 o poloxamero 188.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden
comprender uno o mas estabilizadores de un tipo y en una cantidad que estabilicen el
anticuerpo PCSK9 humano en condiciones de estrés térmico. En algunas realizaciones,
“estabiliza” significa que mantiene mas de aproximadamente el 91% del anticuerpo en
su conformacion nativa cuando la solucién que contiene el anticuerpo y el estabilizador
térmico se mantiene a aproximadamente 45 °C durante hasta aproximadamente 28
dias. En algunas realizaciones, a lo que se refiere “estabiliza”, es en donde menos de
aproximadamente el 6% del anticuérpo se agrega cuando la solucién que contiene el
anticuerpo y el estabilizador térmico se mantiene a aproximadamente 45 °C durante
hasta aproximadamente 28 dias. Tal y como se emplea en esta memoria, “nativo”
significa la forma principal del anticuerpo por exclusiéon de tamafio, que generalmente
es un mondmero intacto del anticuerpo.

En ciertas realizaciones, el estabilizador térmico es un azticar o alcohol de azticar
seleccionado de sacarosa, trehalosa y manitol, o cualquier combinacién de los mismos,
cuyas cantidades contenidas en la formulacién pueden variar dependiendo de las
circunstancias y fines especificos para los que se utilice la formulacién. En ciertas
realizaciones, las formulaciones pueden contener de aproximadamente el 3% a
aproximadamente el 14% de azUlcar o alcohol de azlicar; de aproximadamente el 4% a
aproximadamente el 13% de azucar o alcohol de azlcar; de aproximadamente el 5 % a
aproximadamente el 12% de azucar o alcohol de azticar; de aproximadamente el 6% a

aproximadamente el 11% de azlcar o alcohol de azlcar; de aproximadamente el 7% a
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aproximadamente el 10% de azucar o alcohol de azlicar; de aproximadamente el 8% a
aproximadamente el 9% de azucar o alcohol de azUcar; de aproximadamente del 4% a
aproximadamente el 6% de azlcar o alcohol de azlcar; de aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 7% de azlcar o alcohol de azucar; de aproximadamente el 9% a
aproximadamente el 11% de azucar o alcohol de aztcar o de aproximadamente el 11%
a aproximadamente el 13% de azlcar o alcohol de azlcar. Por ejemplo las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender 4% + 0,6%;
5% + 0,75%; 6% £ 0,9%; 7% + 1,05%; 8% =+ 1,2%; 9% + 1,35%; 10% + 1,5%; 11% +
1,65%; 12% + 1,8%; 13% + 1,95% o aproximadamente 14% =+ 2,1% de azticar o alcohol
de azucar (por ejemplo, sacarosa, trehalosa o manitol).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden
comprender un tampdn o sistema tahpén, que sirve para mantener un pH estable y
para ayudar a estabili_zar el anticuerpo PCSK9 humano. En algunas realizaciones, a lo

que se refiere “estabiliza” es donde menos del 4,5% + 0,5% o menos del 6,0 + 0,5% del

anticuerpo se agrega cuando la solucién que contiene el anticuerpo y el tampén se

mantienen a aproximadamente 45 °C hasta aproximadamente 28 dias. En algunas

realizaciones, a lo que se refiere “estabiliza” es donde menos del 3% + 0,5% o menos
del 2,6% + 0,5% del anticuerpo se agrega cuando la solucién que contiene el
anticuerpo del tampén se mantiene a aproximadamente 37 °C hasta aproximadamente
28 dias. En algunas realizaciones, a lo que se refiere “estabiliza” es donde al menos el
91% + 0,5% o al menos el 92% + 0,5% del anticuerpo esta en su conformacién nativa
tal y como determind la cromatografia de exclusion por tamario cuando la solucién que
contiene el anticuerpo y el tampén se mantienen a aproximadamente 45 °C durante
hasta aproximadamente 28 dias. En algunas realizaciones, a lo que se refiere
“estabiliza” es donde al menos el 94% + 0,5% o al menos el 95% + 0,5% del anticuerpo
esta en su conformacion nativa tal y como determiné la cromatografia de exclusién por

tamafio cuando la solucidon que contiene el anticuerpo y el tampon se mantiene a

-25-



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

aproximadamente 37 °C durante hasta aproximadamente 28 dias. “Nativo” o

“conformacion nativa”,‘significa la fraccion del anticuerpo que no esta agregada o
degradada. Esto viene generalmente determinado por un ensayo que mide el tamafio
relativo de la entidad anticuerpo, tal y como realiza el ensayo de cromatografia de
exclusion por tamafio. El anticuerpo no agregado y no degradado se eluye a una
fraccién que es igual al anticuerpo nativo y es generalmente la fraccidn de elucion
principal. El anticuerpo agregado se eluye a una fraccién que indica un tamafio mayor
que el anticuerpo nativo. El anticuerpo degradado se eluye a una fraccién que indica un
tamafio menor que el anticuerpo nativo.

En algunas realizaciones, a lo que se refiere “estabiliza” es donde al menos el 38%
+ 0,5% o al menos el 29% + 0,5% del anticuerpo esta en su forma de carga principal,
tal y como determiné la cromatografia de intercambio catiénico, cuando la solucién que
contiene el anticuerpo y el tampén se mantienen a apro‘ximadamente 45 °C durante
hasta aproximadamente 28 dias. En algunas realizaciones, a lo que se refiere
“‘estabiliza” es donde al menos el 46% + 0,5% o al menos el 39% + 0,5% del anticuerpo
esta en su forma de carga principal, tal y como determiné la cromatografia de
intercambio catiénico, cuando la solucidén que contiene el anticuerpo y el tampén se
mantienen aproximadamente a 37 °C durante hasta aproximadamente 28 dias. “Carga
principal” o “forma de carga principal”, significa la fracciéon del anticuerpo que se eluye
de una resina de intercambio idnico en el pico principal, que generalmente esta
flanqueado por picos mas “basicos” a un lado y picos mas “acidos” al otro lado.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden tener un pH de
aproximadamente 52 a aproximadamente 6,4. Por ejemplo, las formulaciones de la
presente invencion pueden tener un pH de aproximadamente 5,5; aproximadamente
5,6, aproximadamente 5,7; aproximadamente 58; aproximadamente 5,9;
aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,1; aproximadamente 6,2; aproximadamente

6,3; aproximadamente 6,4; o aproximadamente 6,5. En algunas realizaciones, el pH es
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6,0+£04;6,0+0,3;6,0+0,2; 6,0+ 0,1; aproximadamente 6,0; 0 6,0.

En algunas realizaciones, el tampén o sistema tampdn comprende al menos un
tampén que tiene un intervalo de tampoén que se solapa completamente o en parte con
el intervalo del pH 55 - 7,4. En una realizacién, el tampén tiene un pKa de
aproximadamente 6,0 £ 0,5. En ciertas realizaciones, el tampén comprende un tampon
de histidina. En ciertas realizaciones, la histidina esta presente a una concentracion de
SmM+0,75mMa15mM+225mM; 6 mM+£0,9mMa 14 mM+21mM; 7mM= 1,05
mM a1l3mM+£1,95mM; 8 mM+t12mMa12mM+1,8mM, 9mM=+ 1,35 mMa 11
mM = 1,65 mM; 10 mM + 1,5 mM; o aproximadamente 10 mM. En ciertas realizaciones,
el sistema tampon comprende histidina a 10 mM + 1,5 mM, a un pH de 6,0 + 0,3.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden
comprender uno 0 mas excipientes que ;irven para mantener una viscosidad reducida
0 para rebajar la viscosidad de las formulaciones que contienen una elevada
concentracion de la sustancia farmacoldgica con anticuerpo anti-PCSK9 (p. ej., en
general > 150 mg/ml del anticuerpo). En algunas realizaciones, la formulacién
comprende arginina en una cantidad suficiente para mantener la viscosidad de la
formulacién liquida a menos de 20 + 3 cPoise, menos de 15 + 2,25 cPoise, 0 menos de
11 £ 1,65 cPoise. En algunas realizaciones, la formulacion comprende arginina en una
cantidad suficiente para mantener la viscosidad a un nivel igual o inferior a 10,6 = 1,59
cPoise. En ciertas realizaciones, la formulaciéon farmacéutica de la presente invencién
contiene arginina preferiblemente como hidrocloruro de L-arginina, a una concentracion

de1OmMM£1,5mMa90 mM+135mM 20 mM+3 mMa80 mM+12 mM, 30 mM +

45mMa70 mM+ 10,5, 40 MM+ 6 mM a 60 + 9 mM o 50 mM + 7,5 mM.

FORMULACIONES EJEMPLARES

Segun un aspecto de la presente invencion la formulacién farmacéutica es una

formulacién liquida de baja viscosidad, generalmente fisioldégicamente isotonica, que
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comprende: (i) un anticuerpo humano que se une especificamente a la PCSK9 humana
(p. €j., mAb-316P), a una concentracién de 50 mg/ml + 7,5 mg/ml, 100 mg/ml + 15
mg/ml, 150 mg/mi + 22,5 mg/ml 0 175 mg/ml + 26,25 mg/ml; (ii) un sistema tampén que
proporciona suficiente tampén a aproximadamente un pH 6,0 + 0,3; (iii) un azucar que
sirve, entre otras cosas, como estabilizador térmico; (iv) un codisolvente organico, que
protege la integridad estructural del anticuerpo; y (v) una sal de un aminoécido, que
mantiene la viscosidad adecuada para ser inyectada en un volumen conveniente para
su administracion por via subcutanea.

Segun una realizacion, la formulacion farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
humano IgG1 que se une especificamente a la PCSKS humana y que comprende una
region variable de cadena pesada de tipo IGHV3-23 sustituida y una region variable de
cadena ligera de tipo IGLV4-1 sustituida (p. ej., mAb-316P) a una concentracién de 50
+ 7,5 mg/ml a aproximadamente 175 + 26,25 mg/ml; (ii) un sistema tampén que
comprende histidina que actda como tampén de forma efectiva a aproximadamente un
pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa; (iv) un detergente no i6nico, tal y como un polisorbato; y
opcionalmente (v) una sal de arginina.

Segun una realizacién, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende una
HCDR1 de SEC ID N °: 2, una HCDR2 de SEC ID N °: 3, una HCDR3 de SEC ID N °; 4,
una LCDRV1 de SECID N°: 6, una LCDR2 de SECIDN?®° 7 yuna LCDR3 de SECIDN
°. 8, a una concentracién de 175 mg/ml + 26,25 mg/ml; (i) histidina al 10 mM + 1,5 mM,
que actua como tampén a un pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa al 5% p/v + 0,75% plv; (iv)
polisorbato 20 a 0,01% p/v = 0,0015% p/v y (v) hidrocloruro de L-arginina a 50 mM =+
7,5 mM.

Segln una realizacion, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende una

HCDR1 de SEC ID N °: 2, una HCDR2 de SEC ID N °: 3, una HCDR3 de SEC ID N ©°: 4,
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una LCDR1 de SEC ID N ®: 6, una LCDR2 de SEC ID N °: 7 y una LCDR3 de SEC ID N
°: 8, a una concentracién de aproximadamente 150 mg/mi + 22,5 mg/ml; (ii) histidina a
10 mM £ 1,5 mM, que actua como tampén a un pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa a 10% p/v +
1,5% plv y (iv) polisorbato 20 a 0,2% p/v + 0,03% p/v 0 0,01% p/v £+ 0,0015% plv.

Segun una realizacién, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende una
HCDR1 de SEC ID N °: 2, una HCDR2 de SEC ID N °: 3, una HCDR3 de SEC ID N °; 4,
una LCDR1 de SEC ID N °: 6, una.LCDR2 de SEC ID N° 7yuna LCDR3de SECIDN
°: 8, a una concentraciéon de aproximadamente 100 mg/ml + 15 mg/ml; (ii) histidina a
aproximadamente 20 mM + 3 mM, que actia como tampén a un pH 6,0 + 0,3; (iii)
sacarosa a 12% p/v £ 1,8% p/v y (iv) polisorbato 20 a 0,2% p/v + 0,03% p/v 0 0,01% p/v
+ 0,0015% p/v.

Segun una realizacion, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
humano IgG1 que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende una
HCDR1 de SEC ID N °: 2, una HCDR2 de SEC ID N °: 3, una HCDR3 de SEC ID N °: 4,

una LCDR1 de SEC ID N °: 6, una LCDR2 de SECID N° 7y una LCDR3 de SECIDN

°: 8, a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml + 7,5 mg/ml; (ii) histidina a 10'

mM =+ 1,5 mM, que actia como tampén a un pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa al 6% p/v +

0,9% p/v y (iv) polisorbato 20 a 0,1% p/v + 0,015% p/v 0 0,01% p/v + 0,0015% plv.

Segun una realizacion, la formulacion farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende un
dominio variable de cadena pesada de SEC ID N °: 1 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N °: 5, a una concentracién de 17.5 mg/ml + 26,25 mg/ml; (ii) histidina
a 10 mM x 1,5 mM, que actiia como tampon a un pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa al 5% p/v +
0,75% plv; (iv) polisorbato 20 a 0,01% p/v + 0,0015% p/v e (v) hidrocloruro de L-
argininaa 50 mM £ 7,5 mM.

Segun una realizacion, la formulaciéon farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
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IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende un

domino variable de cadena pesada de SEC ID N ° 1 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N °: 5, a una concentracion de 150 mg/ml + 22 5 mg/ml; (i) histidina a
10 mM £ 1,5 mM, que actia como tampdn a un pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa al 10% p/v +
1,5% p/v y (iv) polisorbato 20 a 0,2% p/v + 0,03% p/v 0 0,01% p/v £ 0,0015% piv.

Segun una realizacion, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo

IgG1 humano que se une especificamente a la PCSK9 humana y que comprende un

domino variable de cadena pesada de SEC ID N °: 1 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N °: 5, a una concentracion de aproximadamente 100 mg/ml + 15
mg/ml; (i) histidina a aproximadamente 20 mM + 3 mM, que actGa como tampén a un
pH 6,0 + 0,3; (iii) sacarosa al 12% p/v + 1,8% p/v; y (iv) polisorbato 20 a 0,2% p/v +
0,03% p/v 0 0,01% p/v + 0,0015% p/v.

Segun una realizacién, la formulacién farmacéutica comprende: (i) un anticuerpo
igG1 humano que se une especificamente a la PCSKS humana y que comprende un
domino variable de cadena pesada de SEC ID N °: 1 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N ° 5, a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml + 7,5
mg/ml; (ii) histidina a 10 mM + 1,5 mM, que actlia como tampén a un pH 6,0 + 0,3; (iii)
sacarosa al 6% p/v £ 0,9% p/v y (iv) polisorbato 20 a 0,1% p/v + 0,015% p/v 0 0,01%
p/v £ 0,0015% p/v.

Ejemplos adicionales no limitativos de formulaciones farmacéuticas incluidas en la
presente invencion se presentan en otra parte de la presente memoria, incluidos los

Ejemplos de trabajo presentados a continuacion.

ESTABILIDAD Y VISCOSIDAD DE LAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién normalmente muestran
niveles de estabilidad elevados. El término “estable”, tal y como se emplea en esta

memoria en referencia a las formulaciones farmacéuticas, significa que los anticuerpos
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dentro de las formulaciones farmacéuticas retienen un grado aceptable de estructura
quimica o funcion biolégica después de su almacenamiento en condiciones definidas.
Una formulacién puede permanecer estable incluso si el anticuerpo que contiene no
mantiene el 100% de su estructura quimica o funcion bioldégica después del
almacenamiento durante un periodo de tiempo definido. En ciertas circunstancias, el
mantenimiento de aproximadamente el 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente
96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o aproximadamente 99% de la
estructura o funcién de un anticuerpo después de su almacenamiento durante un
periodo de tiempo definido puede considerarse como “estable”.

La estabilidad puede medirse, entre otros métodos, determinando el porcentaje de
anticuerpo nativo que permanece en Ia‘formulacién después de su almacenamiento
durante un periodo de tiempo definido a una temperatura definida. El porcentaje de
anticuerpo nativo puede determinarse, entre otros métodos, por cromatografia de
exclusion por tamario (p. e]., cromatografia liquida de alto rendimiento y exclusion por
tamafio [SE-HPLC]), de forma que nativo significa no agregado y no degradado. Un
“‘grado de estabilidad aceptable”, tal y como se emplea en esta memoria, significa que
al menos el 90% de la forma nativa del anticuerpo puede detectarse en la formulacién
después de su almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una
temperatura dada. En ciertas realizaciones, al menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, el 99% o 100% de la forma nativa del
anticuerpo puede detectarse en la formulacién después de su almacenamiento durante
un periodo de tiempo determinado a una temperatura definida. La cantidad de tiempo
definida después de la cual se mide la estabilidad puede ser al menos 14 dias, al
menos 28 dias, al menos.1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4
meses, al menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al
menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al
menos 18 meses, al menos 24 meses o mas. La temperatura definida a la que la

formulacion farmacéutica puede almacenarse cuando se evallia la estabilidad puede
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ser cualquier temperatura desde aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, p.
ej., almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °-8°C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 ©°C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 37 °C o aproximadamente 45 °C. Por ejemplo, una formulacién
farmacéutica puede considerarse estable si después de 6 meses de almacenamiento a
5 °C, mas de aproximadamente el 94%, 95%, 96%, 97% o 98% del anticuerpo nativo se
detecta por SE-HPLC. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse
estable si después de 6 meses de almacenamiento a 25 °C, mas de aproximadamente
el 94%, 95%, 96%, 97% o 98% del anticuerpo nativo se detecta por SE-HPLC. Una
formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si después de 28 dias de
almacenamiento a 45 °C mas de aproximadamente el 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97% o 98% del anticuerpo nativo se detecta por SE-HPLC. Una formulacién
farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres meses de
almacenamiento a -20 °C, mas de aproximadamente el 96%, 97% o 98% del anticuerpo
nativo se detecta por SE-HPLC. Una formulacion farmacéutica también puede
considerarse estable si después de tres meses de almacenamiento a -30 °C, mas de
aproximadamente el 96%, 97% o 98% del anticuerpo nativo se detecta por SE-HPLC.
Una formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres
meses de almacenamiento a -80 °C, mas de aproximadamente el 96%, 97% o 98% del
anticuerpo nativo se detecta por SE-HPLC.

La estabilidad puede medirse, entre otros métodos, determinando el porcentaje de
anticuerpo que se forma en un agregado dentro de la formulacién después de su
almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una temperatura definida,
donde la estabilidad es inversamente proﬁorcional al porcentaje de agregado que se
forma. El porcentaje de anticuerpo agregado se puede determinar, entre otros métodos,
por cromatografia de exclusién por tamafio (p. ej., cromatografia liquida de alto

rendimiento de exclusién por tamaro [SE-HPLC]). Un “grado de estabilidad aceptable”,
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tal y como se emplea en esta memoria, significa que como maximo el 6% del
anticuerpo estd en forma agregada detectado en la formulacion después de su
almacenamiento durante un periodo de tiempodefinido a una temperatura dada. En
ciertas realizaciones un grado de estabilidad aceptable significa que puede detectarse
un méximo de aproximadamente 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% de anticuerpo
en un agregado en la formulacién después de su almacenamiento durante un periodo
de tiempo definido a una temperatura dada. La cantidad de tiempo definida después de
la cual se mide la estabilidad puede ser de al menos 2 semanas, al menos 28 dias, al
menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5
meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al
menos 10 meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al
menos 24 meses o mas. La temperatura a la cual la formulacion farmacéutica se puede
almacenar al evaluar la estabilidad puede ser cualquier temperatura de
aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, p. ej., almacenamiento a
aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C, aproximadamente -20 °C,
aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °-8°C, aproximadamente 5 °C,
aproximadamente 25 °C,_ aproximadamente 35 °C, aproximadamente 37 °C o
aproximadamente 45 °C. Por ejemplo, una formulacién farmacéutica puede
considerarse estable si después de 6 meses de almacenamiento a 5 °C, menos de
aproximadamente el 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% del anticuerpo se detecta en forma
agregada. Una formacién farmacéutica también puede considerarse estable si después
de seis meses a almacenamiento a 25 °C, menos de aproximadamente el 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5% o 0,1% del anticuerpo se detecta en forma agregada. Una formulacién
farmacéutica también puede considerarse estable si después de 28 dias de
almacenamiento a 45 °C, menos de aproximadamente el 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5% o 0,1% del anticuerpo se detecta en forma agregada. Una formulacion
farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres meses de

almacenamiento a -20 °C, -30 °C o -80 °C menos de aproximadamente el 3%, 2%, 1%,
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0,5% o0 0,1% del anticuerpo se detecta en forma agregada.

La estabilidad puede medirse, entre otros métodos, determinando el porcentaje de
anticuerpo que migra en una fraccidon mas acida durante el intercambio i6nico (“forma
acida”) que en la fraccion principal del anticuerpo (“forma con carga principal’), en
donde la estabilidad es inversamente proporcional a la fraccion del anticuerpo en la
forma acida. Aunque sin desear ligarse a una teoria, la desamidacion del anticuerpo
puede provocar que el anticuerpo se cargue mas negativamente y asi sé vuelva mas
acido en relacion al anticuerpo no desamidado (véase, p. ej. Robinson, N., Protein
Deamidation, PNAS, April 16, 2002, 99(8): 5283-5288). El porcentaje de anticuerpo
‘acidificado” puede determinarse, entre otros métodos, por cromatografia de
intercambio i6nico (p. ej., cromatografia liquida de alto rendimiento e intercambio
catiénico [CEX-HPLC]). Un “grado de estabilidad aceptable”, tal como se expresa en la
presente memoria, significa que como maximo un 49% del anticuerpo que se detecta
en la formulacion esta en una forma mas acida después de su almacenamiento durante
un periodo de tiempo definido y a una temperatura definida. En ciertas realizaciones un
grado de estabilidad aceptable significa que como maximo aproximadamente del 49%,
45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% del
anticuerpo puede detectarse en una forma acida en la formulacién después de su
almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una temperatura dada. La
cantidad de tiempo definida después de la cual se mide la estabilidad puede ser al
menos de 2 semanas, al menos 28 dias, al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos
3 meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses,
al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos 11 meses, al
menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24 meses 6 mas. La temperatura a la
que la formulacién farmacéutica puede almacenarse al evaluar la estabilidad puede ser
cualquier temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, p. €j.,
almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,

aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °©°-8°C,
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aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C o aproximadamente 45 °C. Por
ejemplo, una formulacién farmacéutica puede considerarse estable si después de tres
meses de almacenamiento a -80 °C, -30 °C o -20 °C menos de aproximadamente el
30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%,
15%, 14%, 13%, 12%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% del
anticuerpo esta en una forma mas acida. Una formulacion farmacéutica también puede
considerarse estable si después de seis meses de almacenamiento a 5 °C, menos de
aproximadamente el 32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%,
21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% del anticuerpo esta en una forma mas acida. Una
formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si después de seis
meses de almacenamiento a 25 °C, menos de aproximadamente el 43%, 42%, 41%,
40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%, 33%, 32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%,
25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 10%,
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% o 0,1% del anticuerpo esta en una forma
mas acida. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si
después de 28 dias de almacenamiento a 45 °C, menos de aproxihadamente el 49%,
48%, 47%, 46%, 45%, 44%, 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%,
33%, 32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%,
18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5% o 0,1% del anticuerpo puede detectarse en una forma mas acida.

Para evaluar la estabilidad de las formulaciones de la presente invencién pueden
utilizarse otros métodos, tales como p. €j., la calorimetria diferencial de barrido (DSC)
para determinar la estabilidad térmica, la agitacion controlada para determinar la
estabilidad mecanica y la absorbancia a aproximadamente 350 nm o aproximadamente
405 nm para determinar la turbidez de la solucién. Por ejemplo, una formulacién de la
presente invencién puede considerarse estable si, después de 6 meses o mas de

almacenamiento de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 25 °C, el cambio de la
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DOygs de la formulacion es menor de aproximadamente 0,05 (p. €j., 0,04, 0,03, 0,02, -

0,01, o menos) de la DO,gs de la formulacion a tiempo cero.

La medicién de la actividad biolégica o afinidad de unién del anticuerpo a su diana
también puede utilizarse para evaluar la estabilidad. Por ejemplo, una formulacién de la
presente invencion puede considerarse estable si después de almacenamiento a, p. €j.,
5 °C, 25 °C, 45 °C, etc. durante un periodo de tiempo definido (p. €j.1 a 12 meses), el
anticuerpo anti-PCSK9 contenido dentro de la formulacién se une a PCSK9 con una
afinidad que es al menos el 90%, 95% o mas de la afinidad de unioén del anticuerpo
antes de dicho almacenamiento. La afinidad de unién puede determinarse, p. €j., por
ELISA o por resonancia de plasmon. La actividad biolégica puede determinarse por un
ensayo de actividad de PCSK9, tal como, p. €j., poner en contacto una célula que
exprese PCSK9 con la formulacion que comprende el anticuerpo anti PCSK9. La unién
del anticuerpo con dicha célula puede medirse directamente, tal como, p. €]., mediante
analisis FACS. Alternativamente, la actividad aguas abajo del sistema PCSK9 puede
medirse en presencia del anticuerpo y compararse con la actividad del sistema PCSK9
en ausencia del anticuerpo. En algunas realizaciones, PCSK9 puede ser enddgeno a la
célula. En otras realizaciones, PCSK9 puede expresarse de forma ectdpica en la célula.

Otros métodos para evaluar la estabilidad de un anticuerpo en formulaciéon se
demuestran en los ejemplos presentados a continuacion.

Las formulaciones farmacéuticas liquidas de la presente invencién pueden, en
ciertas realizaciones, mostrar niveles de viscosidad bajos a moderados. La “viscosidad”
tal y como se emplea en esta memoria puede ser “viscosidad cinematica” o viscosidad
absoluta”. La “viscosidad cinematica” es una medida del flujo resistivo de un fluido bajo
la influencia de la gravedad. Cuando dos fluidos del mismo volumen se colocan en
viscosimetros de igual capilaridad y se permite que fluyan por gravedad, un fluido
viscoso tarda mas tiempo que un fluido menos viscoso en fluir a través de la
capilaridad. Por ejemplo, si un fluido tarda 200 segundos en completar su flujo y otro

fluido tarda 400 segundos, el ségundo fluido es dos veces mas viscoso que el primero
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en una escala de viscosidad cinematica. La “viscosidad absoluta”, a veces denominada
viscosidad dinamica o simple, es el producto de la viscosidad cinematica y la densidad
del fluido (Viscosidad Absoluta = Viscosidad Cinematica x Densidad). La dimension de
la viscosidad cinematica es LT donde L es una longitud y T es un tiempo.
Comunmente, la viscosidad cinematica se expresa en centistokes (cSt). La unidad del
Sl de la viscosidad cinematica es mm?/s, que es un 1 cSt. La viscosidad absoluta se
expresa en unidades de centipoise (cP). La unidad S| de viscosidad absoluta es el
miliPascal-segundo (mPa-s), donde 1 cP = 1 mPa-s.

Tal y'como se emplea en esta memoria, un nivel de viscosidad bajo, en referencia a
una formulacion fluida de la presente invencidn, mostrara una viscosidad absoluta de
menos de aproximadamente 15 cPoise (cP). Por ejemplo, se estimara que una
formulacion fluida de la invencion tiene “baja viscosidad”, si, cuando se mide utilizando
técnicas estandar de medicion de la viscosidad, la formulacién muestra una viscosidad
absoluta de aproximadamente 15 cP, aproximadamente 14 cP, aproximadamente 13
cP, aproximadamente 12 cP, aproximadamente 11 cP, aproximadamente 10 cP,
aproximadamente 9 cP, aproximadamente 8 cP o menos. Tal y como se usa en la
presente memoria, un nivel de viscosidad moderado, en referencia a una formulacién
fluida de la presente invencidon, mostrara una viscosidad absoluta de entre
aproximadamente 35 cP y aproximadamente 15 cP. Por ejemplo, estimard que una
formulacién fluida de la invencion tiene una “viscosidad moderada’, si al medirla
utilizando técnicas estandar de medicion de la viscosidad, la formulacién muestra una
viscosidad absoluta de aproximadamente 34 cP, aproximadamente 33 cP,
aproximadamente 32 cP, aproximadamente 31 cP, aproximadamente 30 cP,
aproximadamente 29 cP, aproximadamente 28 cP, aproximadamente 27 cP,
aproximadamente 26 cP, aproximadamente 25 cP, aproximadamente 24 cP,
aproximadamente 23 cP, aproximadamente 22 cP, aproximadamente 21 cP,
aproximadamente 20 cP, aproximadamente 19 cP, 18 cP, aproximadamente 17 cP,

aproximadamente 16 cP, o aproximadamente 15.1 cP.
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Tal y como se ilustra en los ejemplos a continuacion, los presentes inventores han
realizado el sorprendente descubrimiento de que pueden obtenerse formulaciones
liquidas con una viscosidad de baja a moderada que comprenden concentraciones
elevadas de un anticuerpo anti-PCSK9 humana (p. €j., de aproximadamente 100 mg/ml
hasta al menos 200 mg/ml) formulando el anticuerpo con arginina de aproximadamente
25 mM a aproximadamente 100 mM. Ademas, también se descubridé que incluso podia
disminuirse aun mas la viscosidad de la formulaciéon ajustando el contenido de

sacarosa a menos de aproximadamente el 10%.

ENVASES Y METODOS DE ADMINISTRACION

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden incluirse dentro
de cualquier envase adecuado para el almacenamiento de medicinas y otras
composiciones terapéuticas. Por ejemplo, las formulaciones farmacéuticas pueden
incluirse en un envase de plastico o de cristal esterilizado y sellado que tenga un
volumen definido tal y como un vial, ampolla, jeringa, cartucho o botella. Pueden
utilizarse diferentes tipos de viales para contener las formulaciones de la presente
invencion incluyendo p. ej., viales de cristal o de plastico transparentes y opacos (p. €;.,
color ambar). De igual forma, puede utilizarse cualquier tipo de jeringa para contener o
administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden incluirse en
jeringas de “contenido normal de tungsteno” o en jeringas de “bajo contenido de
tungsteno”. Tal y como apreciaran los expertos habituales en la técnica, el proceso para
elaborar jeringas de cristal generalmente implica la utilizacion de una varilla de
tungsteno caliente con el objetivo de perforar el cristal y crear asi un orificio por el que
pueden introducirse y extraerse los liquidos de la jeringa. Este proceso resulta en la
deposicién de cantidades traza de tungsteno en la superficie interior de la jeringa.
Pueden realizarse etapas posteriores de lavado y otras etapas de procesado para

reducir la cantidad de tungsteno en la jeringa. Tal y como se emplea en esta memoria,
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la expresion “contenido normal de tungsteno” significa que la jeringa contiene una
cantidad mayor o igual a 500 partes por billén (ppb) de tungsteno. La expresiéon “bajo
contenido de tungsteno” significa que la jeringa contiene menos de 500 ppb de
tungsteno. Por ejemplo, una jeringa de bajo contenido de tungsteno, segun la presente
invencion, puede contener menos de aproximadamente 490, 480, 470, 460, 450, 440,
430, 420, 410, 390, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o
menos ppb de tungsteno.

Los émbolos de goma utilizados en las jeringas y los tapones de goma utilizados
para cerrar la entrada de los viales, pueden cubrirse para impedir la contaminacién del
contenido medicinal de la jeringa o vial, o para conservar su estabilidad. Asi, las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, segln ciertas realizaciones,
pueden incluirse en una jeringa que comprenda un émbélo cubierto o en un vial que
esté sellado con un tapén de goma cubierto. Por ejemplo, el émbolo o tapén puede
estar cubierto de una pelicula de fluorocarbono. Algunos ejemplos de tapones o
émbolos cubiertos adecuados para utilizar con viales y jeringas que contienen
formacione_s farmacéuticas de la presente invencion se mencionan, p. €j., en las
Patentes de Estados Unidos Nos 4.997.423; 5.908.686; 6.286.699; 6.645.635; y
7.226.554, cuyos contenidos se incorporan en su totalidad por referencia en la presente
memoria. Algunos ejemplos en particular de tapones y_émbolos de goma cubiertos que
pueden utilizarse én el contexto de la presente invencion estan disponibles
comercialmente con el nombre comercial "FluroTec®’, disponible en West
Pharmaceutical Services, Inc. (Lionville, PA). FluroTec® es un ejemplo de cobertura de
fluorocarbono utilizada para minimizar o impedir que el prbducto farmacoloégico se
adhiera a las superficies de goma.

Segun ciertas realizaciones de la presente invencion, las formulaciones
farmacéuticas pueden incluirse en una jeringa de bajo contenido de tungsteno que
comprenda un émbolo cubierto de fluorocarbono.

Las formulaciones farmacéuticas pueden administrarse a un paciente por via
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parenteral, tal y como por inyeccion (p. ej., subcutdnea, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, etc.) o por administracion percutanea, mucosa, nasal, pulmon_ar u oral.
Pueden utilizarse numerosos dispositivos de administraciéon como plumas o
autoinyectores reutilizables para administrar por via subcutanea las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion. Algunos ejemplos incluyen, pero sin limitacion,

AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, Reino Unido), pluma DISETRONIC™

- (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Suiza), pluma HUMALOG MIX 75/25™ pluma

HUMALOG™, pluma HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ | 1l y lll (Novo Nordisk, Copenague, Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR™
(Novo Nordisk, Copenague, Dinamarca), pluma BD™ (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™ y OPTICLIK™
(sanofi-aventis, Frankfurt, Alemania). Algunos ejemplos de dispositivos de
administracion tales como plumas o autoinyectores desechables con aplicacién en la
administracion subcutanea de una composicién farmacéutica de la presente invencion
incluyen, pero sin limitacién, la pluma SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), el FLEXPEN™
(Novo Nordisk) y el KWIKPEN™ (Eli Lilly), el Autoinyector SURECLICK™ (Amgen,
Thousand Oaks, CA), el PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Alemania), el EPiPEN (Dey,
L. P.)ylaPluma HUMIRATM (Abbott Labs, Abbott Park, IL).

El uso de un microinfusor para administrar las formulaciones farmacéuticas de la
presente invencion también se contempla en la presente memoria. Tal y como se
emplea en esta memoria, el término “microinfusor” significa un dispositivo de
administracion subcutanea disefiado para administrar lentamente grandes volimenes
(p. €j., hasta aproximadamente 2,5 ml o mas) de una formulacion terapéutica durante
un periodo de tiempo prolongado (p. €j., aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30 o mas
minutos). Véase p. g/, el documento U.S. 6.629.949; US 6.659.982 y Meehan et al., J.
Controlled Release 46: 107-116 (1996). Los microinfusores son especiaimente Utiles
para administrar grandes dosis de proteinas terapéuticas incluidas en soluciones de

alta concentracion (p. ej., aproximadamente 100, 125, 150, 175, 200 o mas mg/ml) o
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viscosas.

En wuna realizacion, la formulacion liquida farmacéutica que contiene
aproximadamente 175 mg/mi + 26,25 mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 se administra
por via subcutanea en un volumen de aproximadamente 1,14 ml + 0,17 ml en una
jeringa precargada. En una realizacion, la jeringa es una jeringa de cristal de 1 ml de
longitud cargada con una aguja de pared fina de calibre 27, un émbolo de goma
cubierto de fluorocarbono y una tapa de aguja de goma. En una realizacion, la jeringa
es una jeringa de cristal OMPI de 1 ml de longitud provista de una aguja de calibre 27,
un capuchén de goma FM27 para la aguja y un émbolo de goma 4023/50 cubierto de
FLUROTEC®.

En wuna realizacion, la formulaciéon farmacéutica liquida que contiene
aproximadamente 150 mg/ml + 22,5 mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9 se administra por
via subcutdnea en un volumen de aproximadémente 1 ml £ 0,15 ml en un jeringa
precargada. En una realizacion, la jeringa es una jeringa de cristal de 1 ml de longitud
cargada con una aguja de pared fina de calibre 27, un tapén de goma cubierto de
fluorocarbono y un capuchén de goma para la aguja. En una realizacién, la jeringa es
una jeringa de cristal OMPI de 1 ml de longitud provista de una aguja de calibre 27, un
capuchén de goma FM27 para la aguja y un émbolo de goma 4023/50 cubierto de

FLUROTEC®.

USOS TERAPEUTICOS DE LAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion son Utiles, entre otros
usos, para el tratamiento, la prevenciéon o mejora de cualquier enfermedad o trastorno
asociado con la actividad de PCSKS9, incluyendo las enfermedades y los trastornos
mediados por PCSK9. Algunas enfermedades y trastornos ejemplares, no limitativos,

que pueden tratarse o evitarse por medio de la administracién de las formulaciones

farmacéuticas de la presente invencion incluyen diversas dislipidemias, tales como, p.

ej., hipercolesterolemia, hipercolesterolemia familiar, hiperlipidemia, hiperlipidemia
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familiar, disbetalipoproteinemia, disbetalipoproteinemia familiar, hipertrigliceridemia e

hipertrigliceridemia familiar.

EJEMPLOS

Para proporcionar a los expertos en la técnica una descripcion completa de como
elaborar y utilizar los métodos y composiciones de la invencién Se presentan los
siguientes ejemplos y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencion. Se han realizado esfuerzos para asegurar la exactitud con
respecto a los nimeros utilizados (p. €], cantidades, temperatura, etc.) pero deberian
explicarse algunos errores experimentales y desviaciones. A menos que se indique lo
contrario, las partes son partes por mol, el peso molecular es peso molecular medio, la
temperatura de da en grados Centigrados y la presién es igual o cercana a la presion
atmosférica.

Las actividades iniciales del desarrollo de la formulacién incluyeron el examen de
codisolventes organicos, estabilizadores térmicos y tampones en formulaciones liquidas
y liofilizadas de mAb-316P (anticuerpos anti-PCSKS de la invencién) para identificar los
excipientes que son compatibles con la proteina y aumentar su estabilidad, a la vez que
se mantiene una osmolalidad casi fisiolégica y una baja viscosidad para su inyeccion
intravenosa y subcutanea. Las condiciones del tampdn se examinaron igualmente para

determinar el pH éptimo para una maxima estabilidad de la proteina.

EJEMPLO. 1: Desarrollo de la FORMULACION ANTI-PCSK1 MAB-316P

Se examinaron varios tampones, codisolventes organicos y estabilizadores térmicos
para identificar los excipientes que aumentan la estabilidad del anticuerpo PCSK9. Las
condiciones de tampén se examinaron igualmente para determinar el pH 6ptimo para
una maxima estabilidad del anticuerpo. Los resultados generados de estos estudios se
utilizaron para desarrollar una formulacién liquida estable, asi como una formulacion

liofilizada estable adecuada para uso clinico, tanto para su administracién intravenosa
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(IV) como subcutanea (SC). Para el producto farmacolégico liofilizado, se desarroli6
una Unica formulacién de doble uso que podia reconstituirse con agua estéril para
inyeccion (WFI, Water For Injection) a una concentracion de 50 mg/ml para
administracion [V o 100 mg/ml para administracion SC. Una vez reconstituida a
50 mg/ml, el producto farmacolégico puede diluirse ademas en una bolsa IV que
contiene 0,9% de cloruro de sodio para su administracién V. Para la formulacion
liquida, el mAb-316P se formulé a 175 + 27 mg/ml y 150 + 23 mg/ml. En una
realizacion, el mAb-316P 175 + 27 mg/ml se formuldé en 10 + 1,5 mM de histidina (pH
6,0 £ 0,3), 0,01% + 0,0015% de polisorbato 20, 5% + 0,75% de sacarosa. En una
realizacion, se formulé 150 + 23 mg/ml de mAb-316P en 10 + 1,5 mM de histidina (pH
6,0 £ 0,3), 0,2% * 0,03% o 0,01% + 0,0015% de polisorbato 20, 10% + 1,5% de

sacarosa.

EJEMPLO 2: TAMPON y pH para MAB-316P ANTI-PCSK1

El efecto del pH y del tipo de tampén sobre la estabilidad de los anticuerpos PCSK9
se examiné en formulaciones liquidas. Se incubaron 2 mg/ml de mAb-316P anti-PCSK9
a 45 °C en 10 mM cada uno de los tampones de acetato (pH 5,0-5,5), citrato (pH 5,5-
6,0), succinato (pH 6,0), histidina (pH 6,0), fosfato (pH 6,0-7,5) o Tris (pH 8,0) para
evaluar el efecto del tampén y del pH sobre la estabilidad térmica de la proteina (Tabla
1). Para este experimento, se mantuvieron todas las formulaciones liquidas como 0,35
ml en un vial de cristal de borosilicato Tipo 1 de 2 ml de capacidad con un tapén de
goma de butilo 4432/50 cubierto de FLUROTEC®. La cantidad total de mAb-316P
recuperada se determind utilizando cromatografia de fase inversa. El porcentaje de la
forma nativa en relaciéon a la forma agregada de mAb-316P se determiné utilizando
cromatografia de exclusion por tamaro. El porcentaje de especies acidas y basicas de
mAb-316P se determiné utilizando cromatografia de intercambio catiénico. Se observéd
la maxima estabilidad de la proteina, tal y como determiné tanto la cromatografia de

exclusion por tamario (SE) y la cromatografia de intercambio catiénico (CEX), cuando
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se formul6 el mAb-316P anti-PCSK9 en 10 mM de tampon de histidina a un pH 6,0. |

El pH 6ptimo para el mAb-316P se determiné entonces incubando 10 mg/ml del
mMAb-316P a 45 °C en tampoén de histidina entre un pH 5,5 y un pH 6,5. Se observé la
mayor estabilidad de la proteina, tal y como determiné el SE y el CEX, cuando se
formulé el mAb-316P en histidina tamponada a un pH 6,0 (Tabla 2). Estos analisis
también revelaron que las rutas principales de degradacion de la proteina eran la
formacién de agregados, productos de escision y variantes de carga. En base a estos
resultados, se eligi6 tampén de histidina 10 mM a pH 6,0 para desarrollar una
formulacién liquida y liofilizada de mAb-316P.

Los resultados de los estudios del desarrollo de la formulacién indicaron que en
condiciones basicas (pH>6,5), el mAb-316P anti-PCSK9 en solucidn puede
experimentar reacciones de desaminacién. En cambio, a un pH < 5,5, se observé una
mayor tasa de formacién de variantes de peso molecular del mAb-316P. En base a
estos datos, el pH del tampén utilizado para la formulacion del mAb-316P se mantuvo
entre pH 5,7 y pH 6,3. La estabilidad acelerada del mAb-316P es similar a lo largo de

este intervalo de pH.

EJEMPLO 3: SELECCION DE PROTECTORES CONTRA EL ESTRES POR
AGITACION

Se analizaron diversos codisolventes individuaimente para evaluar su habilidad
para minimizar la formacién de particulas en mezclas que contenian mAb-316P debido
al estrés por agitacién. Los andlisis de turbidez de la sustancia farmacolégica agitada
demostraron un aumento de la densidad éptica (DO) a 405 nm cuando una solucién
que contenia mAb-316P (0,35 ml de 25 mg/ml de mAb-316P, 10 mM de histidina, pH

6,0 £ 0,2 en un vial de cristal de borosilicato Tipo 1 de 2 ml de capacidad con un tapén

de goma de butilo 4432/50 cubierto de FLUROTEC®) se sometié a agitacion vorticial
durante 120 minutos (Tabla 3). La formulacién con cualquiera de los codisolventes

evaluados parece haber impedido el aumento de turbidez inducido por agitacién. Sin
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embargo, el PEG 300 al 20%, el PEG 300 al 10% y el propilenglicol al 20%
disminuyeron significativamente la estabilidad térmica del mAb-316P tal y como
determiné la SE (Tabla 4; mismas condiciones de concentracion, tampén y envase del
mAb-316P que en el estudio anterior con agitacién vorticial). Las formulaciones con
polisorbato 20, polisorbato 80, Pluronic F68 y PEG 3350 no tuvieron efectos
significativos sobre la estabilidad térmica del mAb-316P tal y como determiné por SE y
CEX, haciendo que estos codisolventes resulten adecuados para formular el mAb-316P
anti-PCSK9. El polisorbato 20 se eligi6 como codisolvente organico para el desarrollo
tanto de la formulacion liquida como la liofilizada del mAb-316P ya que demostré tener
buenas caracteristicas de estabilidad en el estudio tanto de agitacién como térmico del

mADb-316P.

EJEMPLO 4: SELECCION DE PROTECTORES CONTRA EL ESTRES TERMICO

De manera individual, se analizaron diversos excipientes, seleccionados de una
lista variada que contenia azlcares, aminodacidos y sales inorganicas, para aumentar
de una forma éptima la estabilidad térmica del mAb-316P. En la Tabla 5 se presenta un
resumen de algunos de los estabilizadores térmicos examinados. Para estos
experimentos, los excipientes “estabilizadores térmicos” se incluyeron en una solucién
de 20 mg/ml de mAb-316P en 10 mM de histidina (0,35 ml en un vial de cristal de
borosilicato Tipo 1 de 2 ml de capacidad con un tapén de goma de butilo 4432/50
cubierto de FLUROTEC®). Las formulaciones que contenian sacarosa, sorbitol, manitol
y trehalosa tuvieron la menor cantidad de degradacion de mAb-316P tal y como
determind el analisis por SE. Sin embargo, las formulaciones que contenian sorbitol
mostraron un sorprendente aumento en la turbidez en comparacién con las
formulaciones que contenian sacarosa, trehalosa y manitol (Tabla 5). Aunque se
observé que la sacarosa, la trehalosa y el manitol no tuvieron ninglin efecto en la
formacién de variantes de carga del mAb-316P anti-PCSK9, se observé que el manitol

desestabilizaba la proteina durante ciclos multiples de congelacion-descongelacion. Por
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tanto, el mAb-316P tiene una estabilidad similar cuando se formula con sacarosa o

trehalosa.

EJEMPLO 5: FORMULACION LIOFILIZADA

Se desarrollé una formulacion liofilizada para aumentar la estabilidad del mAb-316P
anti-PCSK9, en concreto con respecto a las variantes de carga y para aumentar la
concentracion maxima administrable de mAb-316P. Se combinaron diyersos
lioprotectores con 0,7 ml de 50 mg/ml de mAb-316P, histidina 10 mM en un vial de
cristal de borosilicato Tipo 1 de 2 ml de capacidad con un tapén de goma de butilo
4432/50 cubierto de FLUROTEC®, liofilizado y examinado para determinar su habilidad
para estabilizar un mAb-316P liofilizado al ser incubado a 50 °C. Antes del andlisis, la
torta liofilizada se reconstituyé a 100 mg/ml de mAb-316P. Las dos formulaciones
liofilizadas con mayor estabilidad tal y como determin6 la SE y CEX contenian: 1)
6% de sacarosa o0 2) 2% de sacarosa mas 2% de arginina. Se eligié 6% de sacarosa
para la formulacién del producto farmacolégico mAb-316P. Por tanto, el producto
farmacolégico liofilizado mAb-316P anti-PCSK9 se produjo por liofilizacién en una
formulacién tampén optimizada y acuosa que contenia 10 mM de histidina, pH 6,0 +
0,1, 0,1% (p/v) de polisorbato 20, 6% (p/v) de sacarosa y 50 mg/ml de mAb-316P anti-
PCSK9. El almacenamiento y la estabilidad frente al estrés de esta formulacién
liofilizada se presentan en la Tabla 7.

El ciclo de liofilizacion del mAb-316P anti-pPCSK9 se desarrollé en base a la
medicion de Tg' (temperatura de transicion vitrea por congelacion) de la formulacion,
que se midid utilizando calorimetria diferencial de barrido modulada subambiente
(mDSC). La temperatura del producto no debera sobrepasar la Tg' durante el primer
secado, cuya temperatura se determiné que seria -27,9 °C.

El mAb-316P liofilizado se produjo cargando 5,3 ml de la formulacién 50 mg/ml de
mADb-316P, histidina 10 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,1%, sacarosa al 6% en viales

de cristal Tipo 1 de 20 ml y liofilizando segun las etapas siguientes:

- 46 -

5\



1. Temperatura de aimacenamiento necesaria
durante la carga:

2. Mantenimiento inicial a:

3. Pendiente (tiempo) para congelacion

4. Mantenimiento a:

5. Punto de vacio fijado

6. Pendiente (tiempo) de calentamiento hasta primer

secado:

7. Temperatura de almacenamiento del primer
secado:

8. Duracién del primer secado:

9. Intervalo de rampa (tiempo) para el calentado

hasta el segundo secado:

10. Temperatura del estante del segundo secado:

11. Duracién del segundo secado:

12. Pendiente (tiempo) para enfriamiento:
13. Mantenido a:

14. Rellenado con gas nitrégeno:

15. Cierre el vacio:

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

5-25°C

5 °C durante 60 minutos

0.5 °C/min (100 minutos)

-45 °C durante 120 minutos

100 mTorr

0.5 °C/min (40 minutos)

-25°C

78 horas

0.2 °C/min. (300 minutos)

35°C
6 horas

0,5 °C/min (20 minutos)

25 °C durante 60 minutos*

80% de presion atmosférica

(608.000 mTorr)

Cuando sea necesario un almacenamiento prolongado después del segundo

secado y antes de la etapa de cierre, la temperatura de almacenamiento del liofilizador

se llevara a 2-8 °C. El producto farmacolégico liofilizado que se produjo utilizando los

ciclos finales descritos anteriormente tuvo buen aspecto de torta, a bajo contenido en

humedad (0,3%), tiempo de reconstitucion menor de 4 minutos y ninguna turbidez de la

solucion reconstituida.

En aspecto de la torta liofilizada no se vio afectado cuando el producto
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farmacolégico mAb-316P (mAb-316P PF) se incub6 durante 2 meses a 50 °C o se
almacené durante 3 meses a 5 °C. No se vio afectado ni el pH, ni el aspecto, ni la
turbidez del producto farmacolégico reconstituido mAb-316P, y no se observd ninguna
diferencia significativa en la cantidad del mAb-316P recuperado. Tras 2 meses de
incubacién a 50 °C, el producto farmacolégico mAb-316P liofilizado estaba un 1,1%
mas degradado tal y como determiné la SE-HPLC y un 8,3% mas degradado tal y como
determind la CEX-HPLC. No se observé ninguna degradacién significativa cuando el
producto farmacolégico mAb-316P liofilizado se almacend durante 3 meses a 5 °C. No
se observd ninguna pérdida de potencia significativa, en ninguna de las muestras

sometidas a estrés, tal y como determiné un bioensayo anti-PCSK9.

EJEMPLO 6: MAB-316P LIQUIDO Y RECONSTITUIDO

Hay dos métodos para reconstituir el producto farmacolégico mAb-316P liofilizado
dependiendo de la via de administracién. Para la administracion IV, el producto
farmacolégico mAb-316P se reconstituyé con 5,0 ml de WFI estéril que resulté en 5,3
ml de solucién que contenia 50 mg/ml de mAb-316P, histidina 10 mM, pH 6,0,
polisorbato 20 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 6% (p/v). Para la administracion SC, el
producto farmacolégico mAb-316P se reconstituyé con 2,3 mi de WFI estéril que resulté
en una solucién de 2,7 mi que contenia 100 mg/ml de REGN727, histidina 20 mM, pH
6,0, polisorbato 20 al 0,2% (p/v) y sacarosa al 12% (p/v). El volumen de extraccion
disponible es 4,8 ml para la inyeccién IV y de 2,0 ml para la inyeccion SC; el vial SC
contenia una solucién reconstituida mayor de 0,7 ml.

En la alternativa, se formula mAb-316P liquido como una formulacién liquida, sin la
intervencién d_e la etapa de liofilizacion. Las formulaciones de mAb-316P liquido estan
bien a 150 mg/ml (= 15%) o 175 mg/mi (£ 15%) de mAb-316P anti-PCSK9, en 10 £ 1,5
mM de histidina (pH 6,0 + 0,3), polisorbato 20 a 0,01% + 0,0015% o 0,2% + 0,03%,
sacarosa al 5% £ 0,75% o 10% = 1,5% y en el caso de la formulacién de 175 mg/ml,

arginina a 50 + 7,5 mM.
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El mAb-316P anti-PCSKO9 resulté ser estable al filtrarse estéril. Se utilizé una unidad
de filtracion Millipore MILLIPAK en la fabricacién de los suministros clinicos, mientras
que se utilizé un filtro de idéntica composicion en los estudios de investigacion
(Millipore MILLEX DURAPORE). Comparado con el almacenamiento en viales de
cristal, la estabilidad de la sustancia farmacolégica mAb-316P formulada (mAb-316P
FDS) no se vio significativamente afectada al almacenarila bien en un tubo de
polipropileno, en un tubo de poliestireno, en un tubo de policarbonato o bien en un vial

de cristal que contenia una bolita de acero inoxidable (Tabla 8).

EJEMPLO 7: FORMULACION LiQUIDA EN JERINGAS PRECARGADAS

Se realizaron estudios de desarrollo de formulacién con objeto de desarrollar una
formulacién liquida de alta concentracion del mAb-316P que pudiera utilizarse en
jeringas precargadas (PFS) para su administracién SC. Los resultados de la etapa de
desarrollo de la formulacidn REGN727 liofilizada demostraron que el tampén, pH,
codisolvente organico y estabilizador térmico éptimos eran histidina, pH 6.0, polisorbato
20 y sacarosa, respectivamente (mencionados anteriormente). Estos mismos
excipientes se utilizaron para desarrollar las formulaciones del producto farmacolégico
mAb-316P tanto de 150 mg/ml como de 175 mg/ml. La arginina se afiadi6 a la versién
del producto farmacolégico mAb-316P de 175 mg/ml para reducir la viscosidad de la
formulacién. Se examind la estabilidad frente al estrés del producto farmacolégico mAb-
316P de 150 y 175 mg/ml en jeringas precargadas (PFS) de cristal Nuova OMPI de 1
ml de longitud y se compararon con la estabilidad del producto farmacolégico de 150 y
175 mg/ml en viales de cristal de control. No se observé ninguna diferencia significativa
en la cantidad de degradacion fisica o quimica tras la incubacién del producto
farmacolégico mAb-316P de 150 o 175 mg/ml a 45 °C entre la OMPI PFS vy el vial de
cristal de control. Estos datos indican que las formulaciones del producto farmacolégico
mAb-316P anti-PCSK9 de 150 y 175 mg/ml son suficientemente estables para su uso

en PFS.
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EJEMPLO 8: ESTABILIDAD DE LA SUSTANCIA FARMACOLOGICA MAB-316P
FORMULADA

Se realizaron estudios de estabilidad para determinar la estabilidad tanto al
almacenamiento como al estrés de las formulaciones mAb-316P de 150 y 175 mg/ml.
Los ensayos de turbidez y de RP-HPLC se utilizaron para evaluar la estabilidad fisica
del mAb-316P. La estabilidad fisica se define como la recuperacion de las formas
solubles del mAb-316P anti-PCSK9 en solucion. La pérdida de proteinas podrié
deberse bien a la precipitacién de las proteinas o a la adsorcién a la superficie. La
presencia de particulas en solucién puede detectarse mediante la medicion por
inspeccién visual o por densidad éptica (DO) a 405 nm (mediciones de turbidez). En
este Ultimo ensayo, un aumento en la DO indica un aumento de la turbidez debido a la
formacién de particulas. La presencia de particulas, tal y como determinan las
mediciones de DO, indica que la muestra no ha mantenido su estabilidad. La
recuperacion del mAb-316P se mide por RP-HPLC. En el ensayo RP-HPLC, el
anticuerpo mAb-316P anti-PCSK9 se eluye de la columna de fase inversa como un solo
pico. La concentraciéon de cada una de las muestras de analisis viene determinada por
el area del pico del anticuerpo mAb-316P eluido comparado con la curva de calibrado
generada utilizando estandares mAb-316P de cargas de proteina definidas.

La estabilidad quimica se refiere a la integridad de la estructura quimica del
anticuerpo anti-PCSK9 (mAb-316P) en una muestra. La mayoria de la inestabilidad
quimica puede atribuirse a la formacién de formas de la proteina modificadas de
manera covalente (p. ej., agregados covalentes, productos de escision o variantes de
carga) y formas de la proteina modificadas de manera no covalente (p. ej. agregados
no covalentes). En este punto los Unicos productos de degradacién del mAb-316P que
se han detectado son especies que difieren bien en el peso molecular o en la carga.
Los productos de degradacién de mayor y menor peso molecular pueden separarse del
mAb-316P nativo por SE-HPLC. El porcentaje de mAb-316P nativo en el método de

cromatografia de exclusiéon por tamafio viene determinado por la proporcion de area de
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pico nativo con respecto al area total de todos los picos del anticuerpo mAb-316P.

Las formas de variante de carga del mAb-316P se resuelven a partir del mAb-316P
nativo utilizando cromatografia de intercambio cationico. Los picos que se eluyen de la
columna CEX-HPLC con tiempos de retencion anteriores al del pico principal se
denominan “Picos acidos”, mientras que los que se eluyen de la columna CEX-HPLC
con tiempos de retencioén posteriores a los del pico principal se denominan “Picos
basicos”. El porcentaje de mAb-316P degradado en el método de cromatografia por
intercambio catiénico viene determinado por el cambio en el porcentaje relativo de las
areas del pico principal, acido y basico comparado con el area total de todos los picos
del mAb-316P.

La evaluacion del mAb-316P en condiciones aceleradas se llevé a cabo sometiendo
al anticuerpo a diversos analisis de estrés. Estos analisis representan las condiciones
de manipulacion extremas a las que puede someterse la sustancia farmacoldgica
formulada durante la fabricacion del producto farmacolégico. La sustancia
farmacolégica mAb-316P formulada se cargd en viales de policarbonato de 5 ml para
su agitacion, ciclos de congelacién/descongelacién y condiciones de almacenamiento
en estado de congelacion. La sustancia farmacolégica mAb-316P formulada se cargé

en viales de cristal para examinar su estabilidad frente al estrés a altas temperaturas.

EJEMPLO 9: ESTUDIOS DE ESTABILIDAD EN ALMACENAMIENTO DE LA

. SUSTANCIA FARMACOLOGICA FORMULADA (FDS)

Se encontré que la sustancia farmacolégica formulada mAb-316P de 150 mg/ml
(FDS; 0,5 ml en vial de policarbonato de 5 ml; anticuerpo mAb-316P 150 mg/ml,
histidina 10 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,2% y sacarosa al 10%) era fisica y
quimicamente estable cuando se almacenaba a < - 20 °C durante 12 meses. No se
observé ninguna pérdida significativa de mAb-316P ni se detectd ninguna degradacion
quimica significativa por cromatografia de exclusién por tamafio o de intercambio

ionico. Una cantidad mayor al 97% del mAb-316P recuperado era de estructura “nativa”
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tal y como determiné la exclusion por tamaro y una cantidad mayor al 56% del mAb-
316P recuperado era de la “variante con carga principal’ tal y como determiné el
intercambio cationico. Los resultados se resumen en la Tabla 9.

Se encontré que la sustancia farmacolégica formulada mAb-316P de 175 mg/ml
(FDS; 0,75 ml en vial de policarbonato de 5 ml; anticuerpo mAb-316P 175 mg/ml,
histidina 10 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa al 5% y arginina 50 mM)
era fisica y quimicamente estable cuando se almacenaba a <-20 °C durante 3 meses.
No se observé ninguna pérdida significativa de mAb-316P ni se detecté ninguna
degradacién quimica significativa por cromatografia de exclusion por tamafo o de
intercambio iénico. Una cantidad mayor al 96% del mAb-316P recuperado era de
estructura “nativa”, tal y como determiné la exclusién por tamafio y una cantidad mayor
al 56% del mAb-316P recuperado era de la “variante con carga principal”, tal y como

determino el intercambio catidnico. Los resultados se resumen en la Tabla 10.

EJEMPLO 10: ESTUDIOS DE ESTABILIDAD FRENTE AL ESTRES DE LA
SUSTANCIA FARMACOLOGICA FORMULADA

Se realizaron estudios de estabilidad frente al estrés en la sustancia farmacoldgica
formulada mAb-316P de 150 mg/ml (FDS) (0,35 ml — 0,5 ml de mAb-316P 150 mg/ml,
histidina 10 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,2%, sacarosa al 10% ) y la sustancia
farmacolégica formulada mAb-316P de 175 mg/ml (0,5 ml — 1,7 ml de mAb-316P 175
mg/ml, histidina 10 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa al 5%, arginina 50
mM). Se realizaron estudios a alta temperatura en un cristal de borosilicato Tipo 1 de 2
ml de capacidad, con tapén de goma de butil 4432/50 cubierto de FLUROTEC®; los
restantes estudios se realizaron en un vial de policarbonato de 5 ml. La sustancia
farmacolégica formulada mAb-316P anti-PCSK9 de 150 mg/ml y 175 mg/ml| formulada
resulté ser fisica y quimicamente estable al ser agitada (agitacion vorticial) durante dos
horas. La solucién permanecié visiblemente transparente, no ocurrié ninguna pérdida

de proteinas y no se formé ninguna especie de peso molecular o variantes de carga
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(Tablas 11 y 12). Se observé ademas que el mAb-316P era tanto fisica como
quimicamente estable cuando se sometia a ocho ciclos de congelacién a -80 °C y
descongelacion a temperatura ambiente. Tras los ocho ciclos de
congelacion/descongelacién, la solucion de proteinas permanecidé visiblemente
transparente y no se observé ninguna pérdida de proteinas. No se detecté ningun peso
molecular (bien agregados solubles o productos de escisidn) ni formas de variantes de
carga por medio de los ensayos de SE o CEX, respectivamente.

Aunque la sﬁstancia farmacoldgica formulada mAb-316P anti-PCSK9 de 150 y 175
mg/ml era fisicamente estable al incubarse a 37 °C o 45 °C durante 28 dias, no
obstante se observé cierta degradaciéon quimica (Tablas 11 y 12). Estos analisis del
estrés indicaron que las secuencias principales de degradacién eran la formacién de
agregados, de productos de escision y de variantes de carga. Tal y como se esperaba,
el indice de degradacion del anticuerpo mAb-316P anti-PCSK9 era menor a 37 °C que
a 45 °C. No hubo ningun cambio significativo en la estabilidad fisica o quimica de la
sustancia farmacolégica mAb-316P de 150 o 175 mg/ml formulada al incubarse a 25 °C

durante 28 dias.

EJEMPLO 11: ESTABILIDAD DURANTE EL ALMACENAMIENTO DEL PRODUCTO
FARMACOLOGICO (PF)

El producto farmacolégico mAb-316P de 150 mg/ml consiste en histidina 10 mM,
pH 6,0, polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa al 10% y 150 mg/ml del anticuerpo mAb-
316P anti-PCSK9. El producto farmacolégico mAb-316P de 175 mg/ml consiste en
histidina 10 mM, pH 6,0, polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa al 5%, arginina 50 mM y
175 mg/ml del anticuerpo mAb-316P anti-PCSK9. No hubo ningun cambio en la
estabilidad fisica y quimica del producto farmacolégico mAb-316P de 150 mg/ml ni de
175 mg/ml (PF) al almacenarse a 5 °C durante 6 meses en la jeringa precargada (PFS;
jeringa de cristal OMPI de 1 ml de longitud con una aguja de pared fina de calibre 27 y

un capuchén de goma FM27 para la aguja cerrada con un émbolo de goma 4023/50
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cubierto de FLUROTEC®) (Tabla 13 y Tabla 14). Las soluciones permanecieron
visiblemente transparentes, no se observé ninguna pérdida de proteinas y no se
produjo cambio en el pH tras el estrés. Ademas, no hubo ninglin cambio significativo en
las especies de peso molecular o en las variantes de carga que pudieran detectarse por
SE y CEX, respectivamente.

EJEMPLO 12: ESTABILIDAD FRENTE AL ESTRES DEL PRODUCTO
FARMACOLOGICO (PF)

Las estabilidades frente al estrés del producto farmacolégico mAb-316P de 150
mg/ml y de 175 mg/mi se examinaron incubando las jeringas precargadas a 25 °C y 45
°C. Cada uno de los respectivos productos farmacolédgicos era estable fisicamente al
incubarse a 45 °C durante 28 dias o incubarse a 25 °C durante 6 meses (Tablas 13 y
14). La solucion permanecio visiblemente transparente, no se observé ninguna pérdida
de proteinas y no se produjo cambio en el pH tras dichos episodios de estrés. Sin
embargo, se detectaron agregados y variantes de carga cuando la proteina se incubd a
45 °C y 25 °C. Estos andlisis de estrés indican que estas son las rutas de degradacién
principales del producto farmacolégico. Del producto farmacologico de 150 mg/ml, el
agregado de mAb-316P aument6 un 1,9% vy las especies acidas aumentaron un 19,1%
tras la incubacién a 45 °C durante 28 dias. Se detecté un nivel reducido de degradacion
quimica cuando la proteina se incub6é a 25 °C. Hubo un aumento del 0,8% en la
cantidad de agregado relativa y un aumento del 10,3% en las especies acidas tras 6
meses de incubacién a 25 °C. Del producto farmacolégico de 175 mg/mi, el agregado
de mAb-316P aumentd un 1,8% y las especies acidas aumentaron 17,0% tras la
incubacién a 45 °C durante 28 dias. Se detecté un nivel reducido de degradacion
quimica cuando la proteina se incubé a 25 °C. Hubo un aumento del 0,7% de
agregados y un aumento del 9,4% de especies acidas tras 6 meses de incubacion a 25
°C. Para los productos farmacolégicos tanto de 150 como de 175 mg/mi, no ocurrié
ningun cambio significativo en la estabilidad del mAb-316P tras 1 mes de incubacion a

25 °C.
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EJEMPLO 13: VOLUMENES DE CARGA

El volumen inyectable de una jeringa precargada (PFS) que contiene el producto
farmacolégico REGN727 de 150 mg/ml es de 1,0 ml. El volumen inyectable de una PFS
que contiene el producto farmacolégico REGN727 de 175 mg/ml es de 1,14 ml. No se
incluye una mayor cantidad en ninguna de las PFS porque el volumen muerto de la

jeringa es insignificante (0,005 a 0,01 mi).

EJEMPLO 14: ESTABILIDAD DEL MAB-316P EN MATERIALES DE
ALMACENAMIENTO

Se encontré que el mAb-316P anti-PCSK9 era estable cuando se filtraba estéril. Se
utilizé una unidad de filtracién MILLIPORE MILLIPAK para los estudios de investigacion
y en la fabricacion de los suministros clinicos. Comparado con el almacenamiento en
viales de cristal, la estabilidad del sustancia farmacolégica mAb-316P de 150 y 175
mg/ml formulada no se vio significativamente afectada cuando se almacené en un tubo
de polipropileno, tubo de poliestireno, tubo de policérbonato 0 en un vial de cristal que
contenia un tapén de acero inoxidable (Tabla 15 y Tabla 16). Aunque se observé cierta
degradacién cuando la sustancia farmacologica formulada se incubé a 40 °C durante
14 dias, no se observd una diferencia significativa en la cantidad de degradacion del
mAb-316P entre el vial de cristal de control y la exposicién a los envases de plastico y

al acero inoxidable.

EJEMPLO 15: CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO MAB-316P ANTI-PCSK9

Se analizaron al menos dos lotes de mAb-316P (Lote 1 y Lote 2) se analizaron por
cromatografia de exclusién por tamafo y dispersion de luz laser multiangulo (SEC-
MALLS), un método analitico que ofrece una estimacién de la masa molar de una
proteina»o glucoproteina. Los lotes 1 y 2 tenian masas molares respectivas de 154,5 y
154,6 kDa. Otros lotes tenian masas molares que variaban de 154,4 a 154,8 kDa (una

media de aproximadamente 155 kDa) para el pico de la especie principal eluido de la
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matriz SE. Este pico principal representé aproximadamente el 96,7 — 99,2% del area de
pico total de la proteina y corresponde al monémero intacto de mAb-316P (es decir,
“nativo” tal y como se emplea en esta memoria).

El mADb-316P se analizé por isoelectroenfoque capilar (clEF) para determinar los
puntos isoeléctricos de las principales isoformas constituyentes. El pl y el area de pico
promedio (% del area total de pico) de las muestras de mAb-316P determinado por
clEF se resumen en la Tabla 17. Cada lote mostré una especie principal (pico 5) con un
p! calculado de aproximadamente 8,5, que estaba presente en el 66,4% y 68,0% para
los lotes 1 y 2, respectivamente. La especie dominante (pico 5) representa mas
probablemente el anticuerpo completamente glucosilado intacto al que le falta la lisina
C terminal (es’ decir, la “forma con carga principal’ tal y como se usa en la presente
memoria). |

El analisis de espectrometria de masas (EM) de los mapas tripticos del mAb-316P
reducido del Lote 1 y del Lote 2 confirmé un solo sitio de glucosilacién, Asn298, en el
dominio Fc en ambos lotes. Los principales glucanos unidos por enlace covalente que
forman este sitio de glucosilacién aparecen resumidos en la Tabla 18. En general, se
determiné que ambos lotes poseian glucanos bianntenarios complejos, la mayoria de
ellos fucosilados a Asn298. Sin embargo, la cantidad relativa de agalactosilo fucosilado
(GO) que contenia especies de cadena de azucar en el Lote 2 era ligeramente superior
en relacién a la cantidad de esta glucoforma en el Lote 1. Al contrario, las cantidades
relativas de digalactosilo fucosilado (G2) y monogalactosilo fucosilado (G1) que
contenian formas de cadena de azucar en el Lote 2 erah reducidas en comparacion con
las cantidades relativas de estas estructuras de cadena azlcar en el Lote 1. El analisis
de los resultados de LC/MS de las dos muestras de sustancias farmacolégicas (pico
16) también identificé un 2,9% y un 8,4% de péptidos de cadena pesada que no tenian
ocupacion de glucanos en Asn298 en el Lote 1 y en el Lote 2, respectivamente.

Se analizaron los perfiles de los glucanos generados por la HPLC tras la liberacion

de los oligosacaridos de cada uno de los dos lotes de mAb-316P. En cada
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cromatograma, los oligosacaridos derivatizados se separaron en dos grupos
principales: las especies biantenarias no fucosiladas y las especies biantenarias
fucosiladas. Dentro de cada grupo (fucosilado frente a no fucosilado), los oligosacaridos
se separaron ademas en las formas digalactosilo (G2), monogalactosilo (G1) y
agalactosilo (G0). Las asignaciones estructurales de oligosacaridos se obtuvieron
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. La integracion de cada pico en los dos
cromatogramas revelé que el nivel de fucosilacion de los dos lotes de mAb-316P era
generalmente alto, observandose un 80,0% y un 86,9% de fucosilacién en los Lotes 1y
2, respectivamente.

Aunque el porcentaje total de fucosilacion de los dos lotes era similar, hubo
diferencias cuantitativas en la abundancia relativa de cada una de las formas de
glucanos presentes en los dos lotes (Tabla 19). En el Lote 1, los porcentajes de area de
pico de 34,4%, 39,6% y 11,7%, se determinaron por las estructuras de glucano
fucosilado GO, G1 y G2, respectivamente. Por otro lado,los porcentajes de area de pico
para el Lote 2 fueron 458%, 33,3% y 7,1%, para las estructuras de glucoforma
fucosilada GO, G1 y G2, respectivamente, indicando diferencias en el grado de
galactosilaciéon entre los dos lotes. Se detectdé un pico de glucanomanosa (man5
glucano) elevado (pico 2) con una abundancia relativa del 1,8 — 2,9% en relacién a la
cantidad total de cadenas de azucar observadas en los dos lotes (Tabla 19). Se detectd
un total de nueve picos no identificados con porcentajes de area de pico con intervalos
de 0,5% a 1,5% igualmente en ambos lotes examinados mediante este método y
representan <3% de las areas de pico de glucano total detectadas en cada lote. El
analisis de una mezcla equimolar de los dos lotes no produjo nuevos picos y los
porcentajes de area de pico de todos los picos en la mezcla se correlacionaron bien

con los valores esperados en base a los andlisis individuales de cada lote (Tabla 19).
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Tabla 1: Efecto del tampén y del pH en la estabilidad del mAb-316P a 45 °C durante 28

dias _
pH/Tampon Turbidez' -(rr%allml) (l’\/rativo Zogregado (I;/Orincipal ;\A)cido (I;A)ésico
isrir;ubaciénz 0,00 1,8 981 |03 57,0 33,0 |10,0
PH 8.0, Tris | 0,00 17 |889 |08 15,2 824 |24
pr s, 001 |20 |894 |13 NA NA | NA
PR TS 0,01 19 917 |09 NA NA | NA
P 1o 0,01 2,1 924 |07 16,7 788 |45
PR S5 0,00 20 |932 |06 25,0 683 |66
PH .0, 0,00 18 |939 |03 29,8 62,3 |80
PO, 0,00 19 |945 |00 36,9 540 |91
gﬁci’ig’ato 0,00 19 |931 |04 31,9 508 |83
P o0 0,00 19 |951 |04 32,1 581 |9,9
PSS 000 |21 |e46 |04 280  [620 |99
pi .S, 0,00 20 |924 |02 34,5 56,9 |85
o0, 0,00 18 |930 |02 31,1 575 | 11,4

'Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

®Valores medios del material no incubado para las 12 formulaciones

Tabla 2: Efecto del pH en 10 mg/ml de mAb-316P, histidina 10 mM a 45 °C durante 28

Dias

. .. 1| Total % % % % %
PH/Tampon | Turbidez (mg/ml) | Nativo | Agregado | Principal | Acido | Basico
S eubacion? | 0:00 9,5 981 |02 57,8 31,1 [ 11,1
pH 5,5 0,01 9,5 94,3 0,5 34,7 52,2 13,1
pH 6,0 0,01 9,7 94,7 0,9 37,5 51,8 10,6
pH 6,5 0,01 10,1 93,4 1,8 35,7 55,2 9,1

Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

?Valores medios del material no incubado para las 3 formulaciones
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Tabla 3: Efecto de los Codisolventes en 25 mg/ml de mAb-316P con agitacién vorticial
durante 120 Minutos

Codisolvente Turbidez’ Total % % % % %
Organico . (mg/ml) | Nativo | Agregado | Principal | Acido | Basico
f(';tiac?:ﬁ"m” 0,00 256 |973 |05 506 392 |10,3
Sin

o coivente | 010 256 | 973 |05 511 - 390 |99
0,2% 0,01 247 |972 |05 51.1 389 | 10,1
Polisorbato 20 ’ ! ’ ! ’ ' ’
0,2% 0,01 247 |973 |05 50,9 389 |10,2
Polisorbato 80 ’ ! ’ ! ’ ’ ’
0.2% 0,01 252 |969 |05 50,5 392 1103
Pluronic F68 ! ! ! ’ ’ ’ ’
3%

22 3350 0,01 253 |971 |05 50,7 390 {102
1,5% 0,01 249 971 |05 508 391 |10.1
PEG 3350 ! ! ! ! ! ! !
20% 0,00 267 970 |06 488 405 |10.7
PEG 300 : : ! ! : ! :
10% 0,01 257 |972 |05 499 398 |10,3
PEG 300 ! ! ! ! ! ! :
20%

oronienglicol | 00" 258 |969 |05 51 1 386 |10,3

'"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacién al material de partida.
®Valores medios del material sin agitacion vorticial para las 9 formulaciones

Tabla 4: Efecto de los Codisolventes en 25 mg/mi de mAb-316P Incubado a 45 °C
durante 28 Dias
Codisilvente 1 Total % % % % %
Organico Turbidez' | pH (mg/ml) | Nativo | Agregado | Principal | Acido | Basico
sin
incubacion? 0.00 61256 973 |05 50,6 392 103
sin
Codisolvente | :02 62 | 249 94,5 0,7 34,8 547 | 10,5
0,2% '
Polisorbato 20 0,03 6,2 | 24,3 94,6 0,5 35,2 54,3 10,5
0.2% 0,02 6,2 | 24,3 94,8 0,6 351 54,5 10,4
Polisorbato 80 | ™ ' ' ' ! ' ' '
0,2% 0,03 6,1 |24,6 94,7 0,6 33,8 55,6 10,6
Pluronic F68 ' ' ' ' ' , . )
3%
PEG 3350 0,03 6,2 | 24,8 95,0 0,7 35,9 53,5 10,6
1,5%
PEG 3350 0,02 6,2 | 24,4 94,8 0,6 36,0 53,5 10,5
20% 0,12 48 |254 |888 |42 NA NA | NA
PEG 300 ' ' ' ' '
10%

| PEG 300 0,09 54 | 25,0 93,7 0,9 241 670 |89
20% 0,03 6,1 (246 89,9 5,6 34,6 542 11,2
Propilenglicol ' ' ' ' ’ ' ' '
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'"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.
®Valores medios del material sin agitacion vorticial para las 9 formulaciones

Expediente No. 7050A

Tabla 5: Efecto del estabilizador en 20 mg/ml de mAb-316P, histidina 10 mM a 45 °C durante 28 dias

. . S Total % % % % %
Excipiente Visual | Turbidez' | pH (mg/ml) | Nativo | Agregado | Principal | Acido | Basico
sin incubacion? | Pasa 0,00 6,0 ] 20,2 97,7 0,5 51,1 393 |96
sin Estabilizador | Pasa 0,02 6,11 19,8 93,6 2,0 33,5 56,5 10,1
NaCl 150 mM Falla 0,03 6,0 | 20,0 91,0 46 35,3 51,0 | 13,6
20% Sacarosa - Pasa 0,04 6,0 | 22,6 94.4 1,0 32,1 57,0 10,9
20% Sorbitol Pasa 0,16 581|218 94,3 1,0 23,5 674 |91
10% Manitol Pasa 0,02 6,01 212 94,8 09 344 545 1111
20% Trehalosa Pasa 0,05 6,0 | 22,7 94,7 0,5 33,2 56,6 | 10,2
5% Glicerol Pasa 0,10 591 20,8 90,2 5,4 NA NA NA
3% Arginina Pasa 0,02 6,1 211 92,9 3,0 37,5 49,2 13,3
3%Glicina Pasa 0,03 6,11 19,8 93,7 1,7 31,0 58,0 | 10,9

'"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.
?Valores medios del material no incubado para las 9 formulaciones

Tabla 6: Efecto de los lioprotectores en el mAb-316P incubado a 50 °C durante 28
dias

Excipiente Visual | Turbidez' pH -(rrztgallml) :(loativo Z:’gregado lI):/’orincipal :'/\Ocido OBA)éSiCO
frigubaci sn | Pasa | 000 6,0 | 100 971 |12 51,0 383 | 107
iii’;prote ctor | Falla | 0,09 6,1 | 100 700 | 285 24,2 351 | 407
éz)carosa Pasa 0,02 6,1 | 104 90,7 7.4 374 39,1 23,6

O rosa | Pasa | 000 6.1 | 105 961 |18 46,8 302 | 141
2t 520, 2% | paga | 0,02 60 | 114 945 |34 40,9 424 |168
i:/; Sac., 2% | pasa | 0,00 59 | 109 959 |20 47,2 384 | 144

"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

2Producto farmacol

analisis.

*Valores medios del material de partida de las 4 formulaciones.
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Tabla 7: Estabilidad del Producto farmacolégico liofilizado reconstituido a 100
mg/ml

Temperatura de | Sin 5°C 25°C 40 °C 50°C
Almacenamiento Almacenamiento | 4 me. 3 me. 3 me. 2 me.
Turbidez' 0,00 0,01 0,01 0,02 0,02
pH 6,2 6,3 62 |62 6,2
% Total recuperado | 100 104 100 98 105
% Nativo 96,0 - 96,5 96,2 95,7 94,9
% Agregado 1,7 1,4 1,7 24 29
% Principal 50,6 51,5 49,2 46,2 43,5
% Acido 38,0 37,9 38,2 39,5 40,1
% Basico 11,4 10,5 12,7 14,3 16,2
5;°reer;_s)2y° (% Estd. | 446 NP NP NP 152

*Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacién al material de partida.
“Criterio de aceptacion: 50-200% del estandar de referencia

Tabla 8: Compatibilidad de mAb-316P 50 mg/ml de durante 14 dias a 40 °C y 75% de

humedad

. Sin . . . I . Acero
Almacenamiento Almacenamiento Cristal | Polipropileno | Poliestireno | Policarbonato inoxidable
Turbidez' 0,00 0,00 | 0,01 0,00 0,01 0,01
% Total 100 98 99 104 103 98
% Nativo 97,0 96,3 96,3 96,2 96,2 96,1
% Agregado 2,0 1,9 1,9 2,0 2,0 2,0
% Principal 50,8 45,7 449 45,2 456 455
% Acido 38,1 42,8 | 436 43,0 42,5 43,2
% Basico 11,2 1,5 | 1186 11,9 11,8 11,2
'Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacién al material de partida.
Tabla 9: Estabilidad de mAb-316P anti-PCSK9 150 mg/ml durante 12 meses a -80
°C
Temperatura de almacenamiento control -80°C -30°C -20°C
Turbidez (DO 405 nm) 0,00 0,00 0,01 0,01
% Total de mAb-316P recuperado 100 104 108 111
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% Nativo recuperado 97,5 97,3 97,2 97,2
% Agregado recuperado 1,7 1,8 1,8 1,9

% Principal recuperado 56,2 56,5 56,4 56,3
% Acido recuperado 26,5 25,7 25,7 25,4
% Basico recuperado 17,4 17,9 17,9 18,2

Tabla 10: Estabilidad de mAb-316P anti-PCSK9 175 mg/ml durante 3 meses a -80

°C

Temperatura de Alimacenamiento control -80°C -30°C -20°C
Turbidez (DO 405 nm)’ 0,00 0,01 0,01 0,01
% Total REGN727 recuperado (RP-HPLC) 100 100 104 101

% Nativo REGN727 recuperado (SE-HPLC) 96,2 96,5 96,4 96,3
% REGN727 agregado recuperado (SE-HPLC) 2,7 25 2,6 2,7
";A:PLFéI)EGND? principal recuperado (CEX- 58.5 56,2 56.6 56,7

% REGN727 acido recuperado (CEX-HPLC) 294 29,4 29,4 29,4
% REGN727 basico recuperado (CEX-HPLC) 12,2 14,5 14,0 13,9

'"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

Tabla 11: Estabilidad de mAb-316P 150 mg/ml FDS' en condiciones de estrés

Sin

Andlisis de . o s 45°C 37°C 25°C Congelacion/
Estrés E2stre Agitacion Incubacion Incubacion Incubacion descongelacién
Tiempo de 0 60 120 14 28 14 28 14 28 8
Estrés min min min dias dias dias dias dias dias ciclos
,\L\/issglzc;to Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa
Turbidez® 0,00 0,00 0,00 0,02 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
% Total .

recuperado 100 101 102 98 98 99 98 100 99 101

N .

% Nativo 974 975 972 942 924 957 951 967 962 971
recuperado

% Agregado

recuperado 1,6 1,7 2,1 3,4 4,1 2,4 26 2,0 2,2 1,7
% Principal

recuperado 53,6 53,7 54,7 38,7 29,0 46,3 39,5 51,5 49,1 53,9
0L Ani

% Acido 272 261 259 395 486 319 369 278 289 265
recuperado

% Basico

recuperado 19,3 20,2 19,5 21,8 225 21,8 23,7 20,7 220 196
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fps Sin -
Analisis de . N 45°C 37°C 25°C Congelacion/
Estrés Ezstre Agitacion Incubacién Incubacion incubacion descongelacién
Tiempo de 0 60 120 14 28 14 28 14 28 8
Estrés min min min dias dias dias dias dias dias ciclos
Bioensayo
(% de
potencia 84 NP 84 NP 85 NP 82 NP 98 81
relativa)’

! histidina 10 mM, pH 8,0, polisorbato 20 al 0,2%, sacarosa al 10%, mAb-316P anti-
PCSK9 150 mg/ml

% os valores de ‘sin estrés’ corresponden a medias de ambos estudios de estabilidad.
’La turbidez se presenta como el cambio relativo de DO a 405 nm en comparacién con
el material de partida

*Porcentaje de potencia relativa; Criterio de aceptacién: 50-200% del estandar de

referencia

Tabla 12: Estabilidad de mAb-316P 175 mg/ml FDS' en condiciones de estrés
Sin '

Analisis de . o 45°C 37°C 25°C Congelacion/

Estrés sEzstre Agitacion Incubacién Incubacion Incubacion descongelacion

Tiempo de 0 60 120 14 28 14 28 14 31 8

Estrés min min min dias dias dias dias dias dias ciclos

C?&Zﬁto Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa Pasa ND Pasa Pasa

Turbidez® 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,00 0,01 ND 0,00 0,01

pH 6,0 6,0 6,0 6,1 6,1 6,0 6,0 ND 6,0 6,0

% Total

recuperado 100 96 98 101 98 100 96 ND 99 98

% Nativo

recuperado 96,5 96,3 96,4 94,5 91,7 95,7 94,7 ND 962 96,1

% Agregado ND

recuperado 2,5 2,5 2,5 3,6 5,2 2,8 3,0 2,6 2,3

% Principal ND

recuperado 59,5 58,3 59,0 471 38,4 56,3 46,9 58,2 59,3
ND

% Acido

recuperado o1 298 294 395 476 323 398 309 295

J—

hBasico 405 124 116 134 141 114 134 O q10 114

recuperado

Bioensayo

(% de

potencia 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,00 0,01 NA 0,00 0,01

reIativa)4

! histidina 10 mM, pH 6,0, polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa al 5%, arginina 50 mM,
mADb-316P anti-PCSK9 175 mg/ml.

?os valores de ‘sin estrés’ son medias de ambos estudios de estabilidad.

*Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

4 Porcentaje de potencia relativa; Criterio de aceptacion: 50-200% del estandar de
referencia
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Tabla 13: Estabilidad del PF mAb-316P 150 mg/ml en PFS

Almacenamiento 0 5°Cab6me. 25°Cabme. 45°C a28dias.
Aspecto Pasa Pasa Pasa Pasa

Turbidez' 0,00 0,00 0,00 0,02

pH 6,1 6,1 6,1 6,1

% Total recuperado 100 102 102 97

% Nativo recuperado 96,6 96,1 94,2 92,4

% Agregado recuperado 2,4 2,6 3,2 4,3

% Principal recuperado 58,4 58,5 457 35,8

% Acido recuperado 31,8 31,3 42 1 50,9

% Basico recuperado 9,8 10,2 12,2 13,4

'"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacion al material de partida.

Tabla 14: Estabilidad del PF mAb-316P 175 mg/ml en PFS

Almacenamiento 0 5°Cabme. 25°Cabme. 45°C a28dias.
Aspecto Pasa Pasa Pasa Pasa

Turbidez’ 0.00 0.00 0.02 0.04

pH 6.1 6.1 6.1 6.1

% Total recuperado 100 103 101 100

% Nativo recuperado 96,7 96,3 94,6 91,6

% Agregado recuperado 2,3 2,4 3,0 54

% Principal recuperado 59,1 59,7 47 1 37,7

% Acido recuperado 31,2 3086 40,6 48,2

% Basico recuperado 9,7 97 12,3 14,2

"Turbidez = cambio en DO a 405 nm en relacién al material de partida

Tabla 15: Compatibilidad de mAb-316P" 150 mg/ml durante 14 Dias a 40 °C

Sin
Almacenamiento  Almacenamiento, Cristal Policarbonato Polipropileno Poliestireno .Acef°
: . inoxidable
Cristal
Turbidez' 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01
oH 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0 6.0
0,
% Total 100 97 104 99 105 104
recuperado
o .
% Nativo 97.4 959 958 95,7 95,7 95,5
recuperado
0,
% Agregado 17 25 26 2,7 26 27
recuperado
° o . '
% Principal 533 458 458 447 456 45,1
recuperado
o/ Ani
% Acido 26,9 330 329 33,8 33,0 33,5
recuperado
o/ Mot
% Basico 198 213 216 216 215 214
recuperado

! Histidina 10 mM, pH 6,0, polisorbato 20 0,2%, sacarosa al 10% y mAb 150 mg/m|

*Turbidez = DO a 405 nm en relacion al material de partida.
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Tabla 16: Compatibilidad de mAb-316P' 175 mg/ml durante 14 Dias a 40 °C
Sin

Almacenamiento  Almacenamiento, Cristal Policarbonato Polipropileno Poliestireno Acer.o
. Inoxidable

Cristal

Turbidez® 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

pH 6,1 61 61 6.0 6.1 6.1

0,

% Total 100 98 104 100 105 98

recuperado

0 .

% Nativo 96,6 95,3 9572 95,1 95,2 94,9

recuperado

0,

% Agregado 24 3,0 3,1 3,2 3.1 3,3

recuperado

O Dy

% Principal 57.7 513 51,0 50,6 51,0 50.4

recuperado

0 .

% Acido 30,0 34,5 34,5 35,0 34,5 35,2

recuperado

[} Aai

% Basico 12,3 14,2 14,5 14,4 14,4 14,4

recuperado

' histidina 10 mM, pH 6,0, polisorbato 20 al 0,01%, sacarosa 5%, arginina 50 mM y mAb
175 mg/ml
*Turbidez = DO a 405 nm en relacion al material de partida.

Tabla 17: Heterogeneidad de la carga de mAb-316P por clEF

Lote 1 Lote 2 Lote 1:Lote 2 (1:1
mezcla)
Pico pl Area de pl Area de pl Area de
N° pico, % pico, % pico, %
1 7,99 (0,01) | 0,8(0,1) 7,99 (0,01) | 0,8(0,0) 7,98 (0,01) | 0,7 (0,1)
2 8,15 (0,00) | 2,6 (0,1) 8,15 (0,01) | 2,6 (0,1) 8,14 (0,01) 2,6 (0,1)
3 8,29 (0,00) |6,9(0,1) 8,29 (0,00) | 7,0(0,0) 8,28 (0,01) [ 6,9(0,1)
4 8,42 (0,00) | 18,4 (0,2) |8,42(0,00) | 18,6(0,2) |8,42(0,01) |18,5(0,1)
5 8,54 (0,01) | 66,4 (0,3) |8,55(0,01) | 68,0(0,3) |8,54(0,00) |67,3(0,1)
6 8,65 (0,00) | 4,0(0,1) 8,65 (0,00) | 2,8(0,1) 8,64 (0,01) | 3,4(0,0)
7 8,82 (0,00) | 0,9(0,1) 8,81 (0,00) | 0,3(0,1) 8,81 (0,01) | 0,6 (0,1)
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Pico Fragmento de .
N° cadena pesada Lote 1 Lote 2 Comentarios
294-302 295715 2957,19 (Fuc)4(GlcNAc),(Man)a(GIcNAC).(Gal),
294-302 2795,11 2795,11 (Fuc)4(GlcNACc),(Man)s(GIcNAC),(Gal)4
15 294-302 2404 ,94 2404,94 (GleNACc),(Man)s
a
294-302 2592,02 | 2591,96 (Fuc)(GleNAC),(Man);(GlcNAc),(Gal),
294-302 2267,94 2267,92 (Fuc){(GIcNAC),(Man),(GIcNAc),
294-302 2121,82 2121,80 (GleNACc).(Man),(GlcNACc)4
294-302 2283,91 2283,91 (GlcNAC),(Man)a(GlcNAc),
15b 294-302 2429,98 2429,98 (Fuc)(GIcNAC){(Man);(GlcNAC),
294-302 2486,99 2486,97 (GIcNAC),(Man)s(GlcNAC),
294-302 2633,05 2633,06 (Fuc)((GIcNAC),(Man)s(GIcNAc),
16 294-302 1188,52 1188,53 sitio NST no glucosilado
290-302 3439,44 3439,44 (Fuc)1(GIcNAC),(Man)s(GlcNAc),(Gal),
17a 290-302 3278,40 3277,35 (Fuc){(GlcNACc),(Man)s(GicNAc),(Gal)4
290-302 2887,20 2887,26 (GIcNAC),(Man)s
290-302 2766,24 2766,21 (GlcNAC),(Man)s(GlecNAc),
170 290-302 2969,34 2969,25 (GleNAC),(Man)s(GIcNAC),
290-302 2912,28 291225 (Fuc)1(GIcNAC),(Man);(GIcNAC),
290-302 3115,32 3115,35 (Fuc)(GIcNAC){(Man);(GlcNAC),
Tabla 19: Zonas de pico de glucanos integrados identificado por electroforesis
capilar ) )
Area’® de | Area de | Area de pico | Ildentidad de | Estructura de
pico Lote | pico Lote | de mezcla lote | glucano ' glucano ?
1, % 2, % 1:1, %
1 18,6(0,2) 6,8 (0,1) 7,6 (0,2) GO-Fuc "@F -
=
2 (1,8(0,0) 2,9(0,1) 2,3(0,1) Man5 B,
&
3 |0,7(0,0) 0,5 (0,0) 0,6 (0,0) Pico menor no
identificado
4 | Por debajo | Por debajo | Por debajo del | Pico menor no
del LDC del LDC LDC identificado
5 | Por debajo | Por debajo | Por debajo del | Pico menor no
del LDC del LDC LDC identificado
6 |34,4(0,1) 45,8 (0,2) 40,4 (0,2) GO
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Tabla 19: Zonas de pico de glucanos integrados identificado por electroforesis
capilar
Area® de|Area de|Area de pico |Identidad de | Estructura de
pico Lote | pico Lote | de mezcla lote | glucano* glucano 2
1, % 2, % 1:1, %
7 11,5(0,0) 0,7 (0,0) 1,1 (0,0) Pico menor no
identificado
8 | Por debajo | 0,9(0,0) 0,6 (0,0) Pico menor no
del LDC identificado
9 | Por debajo | 0,7 (0,0) 0,6 (0,0) Pico menor no
del LDC identificado
10 | 29,5 (0,1) 24,7 (0,0) 27,0 (0,1) G1(1-6) 0-3_._:
11| 10,1 (0,1) 8,6 (0,0) 9,3(0,1) G1(1-3) y/o G2- .ﬁﬁ‘l
Fuc
-
12 | Por debajo | Por debajo | Por debajo del | Pico menor no
del LDC del LDC LDC identificado
13 | Por debajo | Por debajo | Por debajo del | Pico menor no
del LDC del LDC LDC identificado
14 | 11,7 (0,0) 7,1(0,1) 9,4 (0,2) G2 W

"G#fuc y G# hacen referencia a glucanos no fucosilados y fucosilados,

respectivamente. El simbolo # se refierea 0, 1 0 2.

% Clave del glucano: ¥ fucosa, B N-acetil glucosamina, » manosa, ¢ galactosa.
LDC = Limite de Cuantificaciéon.
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REIVINDICACIONES

Se reivindica lo siguiente:

1. Una formulaciéon farmacéutica que comprende: (i) un anticuerpo que se une
especificamente a la proproteina humana convertasa sutilisina/kexina tipo 9 (PCSK9
humana); (ii) un tampén a pH 6,0 + 0,3; (iii) un detergente no idnico y (iv) un
estabilizador.

2. La formulacidon farmacéutica de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo
comprende una HCDR1 de SEC ID N° 2, una HCDR2 de SEC ID N°: 3, una HCDR3 de
SEC ID N°: 4, una LCDR1 de SEC ID N°: 6, una LCDR2 de SEC ID N°: 7 y una LCDR3
de SEC ID N°: 8.

3. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2,
donde el anticuerpo comprende una HCVD de SEC ID N°: 1 y una LCVD de SEC ID N°:
5.

4. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde

(a) mas de 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa;

(b) mas de 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(c) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

5. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
donde la concentracién del anticuerpo es de 50 mg/ml + 7,5 mg/ml a 175 mg/ml + 26,25
mg/ml.

6. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
donde el tampon es histidina.

7. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 6, donde la concentraciéon de
histidina es de 10 mM + 1,5 mM.

8. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7,

donde el detergente no idnico es polisorbato 20.
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9. La formulacion farmacéutica de [a reivindicacion 8, donde la concentracién del
polisorbato 20 es de 0,01% p/v £ 0,0015% a 0,2% p/v + 0,03%.

10. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9,
d_onde el estabilizador es sacarosa.

11. La formulacién farmacéutica de la reivindicacién 10, donde la concentracién de
sacarosa es de 5% + 0,75% a 12% + 1,8% (p/v).

12. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
donde la concentracion del anticuerpo es de 175 mg/ml + 26,25 mg/ml, el tampén es
histidina 10 mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, el detergente no idnico es polisorbato 20 al
0,01% p/v + 0,0015%, el estabilizador es sacarosa al 5% p/v £ 0,75% y adicionalmente
comprende arginina 50 mM + 7,5 mM.

13. La formulacion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
donde la concentracidén del anticuerpo es de 150 mg/ml £ 22,5 mg/ml, el tampdn es
histidina 10 mM £ 1,5 mM, pH 6 + 0,3, el detergente no i6énico es polisorbato 20 al 0,2%
p/v + 0,03% vy el estabilizador es sacarosa al 10% p/v + 1,5%.

14. La formulacion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
donde la concentracién del anticuerpo es de 150 mg/mi £ 22,5 mg/ml, el tampdn es
histidina 10 mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, el detergente no i6énico es polisorbato 20 al
0,01% p/v £ 0,0015% y el estabilizador es sacarosa al 10% p/v + 1,5%.

15. La formulaciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
donde la concentracion del anticuerpo es de 100 mg/ml = 15 mg/mi, el tampén es
histidina 20 mM + 3 mM, pH 6 + 0,3, el detergente no iénico es polisorbato 20 al 0,2%
p/v + 0,03% y el estabilizador es sacérosa al 12% p/v £ 1,8%.

16. La formulacion farmacéutica de Llna cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
donde la concentradién del anticuerpo es de 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml, el tampédn es

histidina 10 mM £+ 1,5 mM, pH 6 + 0,3, el detergente no iénico es polisorbato 20 al 0,1%
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p/v £ 0,015%, el estabilizador es sacarosa 6% p/v + 0,9%.

17. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 91% del anticuerpo tiene una conformacién nativa después de 28
dias a 45 °C.

18. La formulacion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 35% del anticuerpo es la variante del anticuerpo con carga principal
después de 28 dias a 45 °C.

19. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-186,
donde al menos el 94% del anticuerpo tiene una conformacién nativa después de seis
meses a 25 °C.

20. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 45% del anticuerpo es la variante del anticuerpo con carga principal
después de seis meses a 25 °C.

21. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 96% del anticuerpo tiene una conformacion nativa después de seis
meses a 5 °C.

22. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 58% del anticuerpo es la variante del anticuerpo con carga principal
después de seis meses a 5 °C.

23. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
donde al menos el 96% del anticuerpo es la variante del anticuerpo con carga principal
después de tres meses a -20 °C, -30 °C 0 -80 °C.

24. La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16,
en donde al menos el 56% del anticuerpo es la variante del anticuerpo con carga
principal después de tres meses a -20 °C, -30 °C 0 -80 °C.

25. Una formulacién farmacéutica que comprende (a) 175 mg/ml + 26,25 mg/ml

de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) histidina 10 mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c) polisorbato

-70 -



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

20 al 0,01% p/v £ 0,0015%, (d) sacarosa 5% p/v + 0,75% y (e) arginina 50 mM + 7,5
mM, donde:

(a) el anticuerpo comprende una HCVD de SEC ID N°: 1 y una LCVD de SEC ID N°:

(b) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa:

(c) mas del 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

26. La formulaci-én farmacéutica de la reivindicacién 25 que consiste en (a) 175
mg/ml = 26,25 mg/ml del anticuerpo, (b) histidina 10 mM = 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (¢)
polisorbato 20 al 0,01% p/v + 0,0015%, (d) sacarosa al 5% p/v + 0,75% y (e) arginina
50 mM + 7,5 mM, en agua. |

27. Una formulacién farmacéutica que comprende (a) 150 mg/mi + 22,5 mg/ml de
un anticuerpo anti-PCSK9, (b) histidina 10 mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c) polisorbato 20
al 0,2% p/v £ 0,03% y (d) sacarosa al 10% p/v + 1,5%, donde:

(a) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N° 1y un LCVD de SEC ID N°: 5;

(b) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa,

(¢) mas del 50_% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

28. La formulacién farmacéutica de la reivindicacién 27 que consiste en (a) 150
mg/ml £ 22,5 mg/ml del anticuerpo, (b) histidina 10 mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c)
polisorbato 20 al 0,2% p/v + 0,03% y (d) sacarosa al 10% p/v + 1,5%, en agua.

29. Una formulacion farmacéutica que comprende (a) 150 mg/ml + 22,5 mg/ml
de un anticuerpo anti-PCSK9, (b) 10 histidina mM + 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c) polisorbato
20 al 0,01% p/v £ 0,0015% y (d) sacarosa al 10% p/v + 1,5%, donde:

(a) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N°: 1 y un LCVD de SEC ID Ne: 5;

-71 -



10

15

20

25

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

(b) mé’s del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa,

(c) mas del 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

30. La formulacién farmacéutica de la reivindicacion 29 que consiste en (a) 150
mg/ml £ 22,5 mg/mi del anticuerpo, (b) histidina 10 mM £ 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c)
polisorbato 20 al 0,01% p/v + 0,0015% y (d) sacarosa 10% p/v + 1,5%, en agua.

31. Una formulacion farmacéutica que comprende (a) 100 mg/mi + 15 mg/ml de un
anticuerpo anti-PCSK9, (b) histidina 20 mM + 3 mM, pH 6 + 0,3, (c) polisorbato 20 al
0,2% p/v £ 0,03% y (d) sacarosa al 12% p/v + 1,8%, donde:

(a) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N°: 1 y un LCVD de SEC ID N°: 5;

(b) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa,

() mas del 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

32. La formulacién farmacéutica de la reivindicaciéon 31 que consiste en (a) 100
mg/ml + 15 mg/ml del anticuerpo, (b) histidina 20 mM + 3 mM, pH 6 = 0,3, (c)
polisorbato 20 al 0,2% p/v + 0,03% y (d) sacarosa 12% p/v + 1,8%, en agua.

33. Una formulacién farmacéutica que comprende (a) 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml de un
anticuerpo que comprende un HCVD de SEC ID N°: 1 y un LCVD de SEC ID Ne: 5, (b)
histidina 10 mM £ 1,5 mM, pH 6 + 0,3, (c¢) polisorbato 20 al 0,1% p/v + 0,015% y (d)
sacarosa al 6% p/v + 0,9%, donde:

(a) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N° 1 y un LCVD de SEC ID N°: 5;

(b) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa,

(c) mas del 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5; y

(d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.
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34. La formulaciéon farmacéutica de la reivindicacion 33 que consiste en (a) 50

mg/ml £ 7,5 mg/ml del anticuerpo, (b) histidina 10 mM £ 1,5 mM, pH 6 *+ 0,3, (¢)

polisorbato 20 al 0,1% p/v = 0,015% y (d) sacarosa al 6% p/v + 0,9%, en agua.

35. Un método para preparar una composicion que comprende un anticuerpo anti-

PCSK9 y menos de un 0,3% de agua, comprendiendo el método las etapas de:

a) combinar agua, un anticuerpo anti-PCSK9, histidina, sacarosa, y
polisorbato 20, en un vial de cristal

b) mantener la combinacién de la etapa (a) a aproximadamente 5 °C durante
aproximadamente 60 minutos; a continuacion

C) disminuir la temperatura a una proporcién de aproximadamente 0,5 °C por
minuto; a continuacion

d) mantener a aproximadamente -45 °C durante aproximadamente 120
minutos; a continuacion

e) reducir la presion atmosférica a aproximadamente 100 mTorr;

f) aumentar la temperatura a una proporcién de aproximadamente 0,5 °C por
minuto; a continuacion

g) mantener a aproximadamente -25 °C durante aproximadamente 78 horas; a
continuacién

h) aumentar la temperatura a una proporcion de 0,2 °C por minuto; a
continuacién

i) mantener a aproximadamente 35°C durante aproximadamente 6 horas; a
continuacién

j) disminuir la temperatura a una proporcién de aproximadamente 0,5 °C; a
continuacién

k) mantener a aproximadamente 25 ° durante aproximadamente 60 minutos,
antes de su almacenamiento.

36. El método de la reivindicacion 35, que adicionalmente comprende las etapas
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de:
) llenar el vial de cristal que contiene la combinacion de la etapa (k) con gas
nitrébgeno; y
m) cerrar el vial a una presién atmosférica de aproximadamente el 80%.

37. El metodo de la reivindicacién 35 o 36 donde la composicion se lleva a 2-8 °C
después de la etapa (i), (j) o (k) y antes de la etapa de cierre del vial.

38. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 35-37, donde 50 mg/ml +
7,5 mg/ml del anticuerpo anti-PCSK9, histidina 10 mM + 1,5 mM, (pH 6,0), polisorbato
20 al 0,1% * 0,015% y sacarosa al 6% + 0,9% se combinan en una etapa (a) y donde el
anticuerpo mAb-316P anti-PCSK9 comprende una HCDR1 de SEC ID N° 2, una
HCDR2 de SEC ID N°: 3, una HCDR3 de SEC ID N°: 4, una LCDR1 de SEC ID N¢: 6,
una LCDR2 de SEC ID N°: 7 y una LCDR3 de SEC ID N°: 8.

39. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 35-38, donde el anticuerpo
anti-PCSK9 comprende un HCVD de SEC ID N°: 1 y un LCVD de SEC ID N°; 5.

40. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 35-39, donde (a) el
anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N°: 1y un LCVD de SEC ID N°: 5; (b) mas
del 90% de los anticﬁerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1 kDa; (c) mas del
50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de aproximadamente 8,5 y (d) del
75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

41. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PCSK9 y
menos de un 0,3% de agua, producida segln el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 35-40. -

42. Una composicion farmacéutica que comprende una composicion farmacéutica
de la reivindicacion 41 resuspendida en agua.

43. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 42 que consiste en 50 mg/ml
+ 7,5 mg/ml del anticuerpo, histidina 10 mM £ 1,5 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,1% +

0,015% y sacarosa al 6% + 0,9%, en agua.
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44. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 42 que consiste en 100 mg/m!
*+ 15 mg/ml del anticuerpo, histidina 20 mM + 3 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,2% +
0,03% y sacarosa al 12% + 1,8%, en agua.

45. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 42 que consiste en 150 mg/ml
* 22,5 mg/ml del anticuerpo, histidina 30 mM + 4,5 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al 0,3%
+0,045% y sacarosa al 18% + 2,7%, en agua.

46. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 42 que consiste en 175 mg/ml
+ 26,25 mg/ml del anticuerpo, histidina 35 mM + 5,25 mM (pH 6,0), polisorbato 20 al
0,35% + 0,0525% y sacarosa al 21% + 3,15%, en agua.

47. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 41-46,
en donde (a) el anticuerpo comprende un HCVD de SEC ID N° 1y un LCVD de SEC
ID N°: 5; (b) mas del 90% de los anticuerpos tienen un peso molecular de 155 kDa + 1
kDa;, (c) mas del 50% de los anticuerpos tienen un punto isoeléctrico de
aproximadamente 8,5 y (d) del 75% al 90% de los anticuerpos estan fucosilados.

48. Una composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-34 y
41-47, donde dicha composicion esta éontenida en un envase.

49. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 48, donde el envase es un
vial.

50. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 49, donde el vial es cristal.

51. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 48, donde el envase es una
jeringa.

52. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 51, donde la jeringa es de
cristal con bajo contenido en tungsteno.

53. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 51, donde la jeringa es una
jeringa de cristal NUOVA OMPI de 1 mi de longitud equipada con una aguja de pared
fina de 27-G, un tapén de goma 4023/50 cubierto de FLUROTEC y un capuchdn con

punta de goma FM 27.
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54. Un kit que comprende una composicién farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-34 y 41-47, un envase e instrucciones.

55. El kit de la reivindicacién 54, donde el envase es una jeringa precargada.

56. El conjunto de la reivindicacion 55, donde la jeringa es una jeringa de cristal
NUOVA OMPI de 1 ml de longitud equipada con una aguja de pared fina 27-G, un
tapon de goma 4023/50 cubierto de FLUROTEC y un capuchén con punta de goma FM
27.
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RESUMEN

La presente invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden
un anticuerpo humano que se une especificamente a la proproteina humana
convertasa subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9). Las formulaciones pueden contener,
ademas de un anticuerpo anti-PCSK9, al menos un aminoacido, al menos un aztcar o
al menos un tensioactivo no iénico. Las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion muestran un grado sustancial de estabilidad del anticuerpo tras su

almacenamiento durante varios meses.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> Formulaciones estabilizadas que contienen anticuerpos anti-
PCSK9

<130> 7050Aa

<160> 9

<170> PatentIn versidn 3.5
<210> 1

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintética

<400> 1

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Val
35 40 45

Ser Thr Ile Ser Gly Ser Gly Gly Thr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Ser Ser Lys His Thr Leu Tyr
65 . 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Asp Ser Asn Trp Gly Asn Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115
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<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética

<400> 2

Gly Phe Thr Phe
1

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética

<400> 3

Ile Ser Gly Ser
1

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética

<400> 4

Ala Lys Asp Ser
1

<210> 5

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética
<400> 5

Asp Ile Val Met
1

artificial

Asn Asn Tyr Ala
5

artificial

Gly Gly Thr Thr
5

artificial

Asn Trp Gly Asn Phe Asp Leu

5

artificial

10
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Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

5
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Glu Arg Ala Thr
20
Ser Asn Asn Arg
35

Pro Pro Asn Leu
50

Pro Asp Arg Phe
65

Ile Ser Ser Leu

Tyr Tyr Thr Thr
100

Lys

<210> 6

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética

<400> 6

Gln Ser Val Leu
1

<210> 7

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética

<400> 7

Trp Ala Ser
1
<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia

<220>
<223> Sintética
<400> 8

Ile Asn Cys

Asn Phe Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

Gln Ala Glu

85

Pro Tyr Thr

artificial

Lys

Gly

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser Ser
25
Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Val Ala

90

Gly Gln
105

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Tyr Arg Ser Asn Asn Arg Asn Phe

5

artificial

artificial

10
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Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu
30
Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Arg

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile



Gln Gln Tyr Tyr Thr Thr Pro Tyr Thr

1

<210> 9

<211> 692
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Gly
1

Leu Leu

Asp Glu

Glu Asp
50

His Arg
65

Val Leu

Arg Leu

His Val

Asp Leu
130

Glu Asp
145

Ile Thr

Gly Ser

His Arg

Pro Glu
210

Ser His
225

Val Ala

Thr

Leu

Asp

35

Gly

Cys

Lys

Gln

Phe

115

Leu

Ser

Pro

Leu

Glu

195

Glu

Gly

Lys

Val

Leu

20

Gly

Leu

Ala

Glu

Ala

100

His

Glu

Ser

Ala

Val

i80

Ile

Asp

Thr

5

Ser

Leu

Asp

Ala

Lys

Glu

85

Gln

His

Leu

Val

Arg

165

Glu

Glu

Gly

His

Ala
245

Sér
Leu
Tyr
Asp
Asp
70

Thr
Ala
Leu
Ala
Phe
150
Tyr
Val
Gly
Thr
Leu

230

Gly

Arg

Leu

Glu

Ala

55

Pro

His

Ala

Leu

Leu

135

Ala

Arg

Tyr

Arg

Arg

215

Ala

Leu

Arg
Gly
Glu
40

Pro
Trp
Arg
Arg
Pro
120
Lys
Gln
Ala
Leu
Val
200
Phe

Gly

Arg

Ser Trp
10

Pro Ala
25

Leu Val

Glu His

Arg Leu

Ser Gln
90

Arg Gly
105

Gly Phe
Leu Pro

Ser Ile

Asp Glu
170

Leu Asp
185

Met Val
His Arg

Val Val

Ser Leu
250
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Trp

Gly

Leu

Gly

Pro

75

Ser

Tyr

Leu

His

Pro

155

Tyr

Thr

Thr

Gln

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Ala

Ala

60

Gly

Glu

Leu

Val

Val

140

Trp

Gln

Ser

Asp

Ala

220

Gly

Val
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Leu

Arg

Leu

45

Thr

Thr

Arg

Thr

Lys

125

Asp

Asn

Pro

Ile

Phe

205

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

30

Arg

Ala

Tyr

Thr

Lys

110

Met

Tyr

Leu

Pro

Gln

190

Glu

Lys

Asp

Asn

Leu

15

Gln

Ser

Thr

Val

Ala

95

Ile

Ser

Ile

Glu

Lys

175

Ser

Ser

Cys

Ala

Cys
255

Pro

Glu

Glu

Phe

Val

80

Arg

Leu

Gly

Glu

Arg

160

Gly

Asp

Val

Asp

Gly

240

Gln

%Jo



Gly

Lys

Leu

Ala

305

Asp

Gly

Thr

Ile

Thr

385

Ser

His

Gln

His

Ser

465

Glu

Gly

Lys

Ser

Ala

290

Arg

Ala

Ala

Asn

Gly

370

Ser

Ala

Phe

Arg

Arg

450

Gly

Glu

Glu

Gly

Gln

275

Gly

Ala

Cys

Thr

Phe

355

Ala

Gln

Glu

Ser

Val

435

Ala

Pro

Leu

Arg

Thr
260
Leu
Gly
Gly
Leu
Asn
340
Gly
Ser
Ala
Pro
Ala
420
Leu
Gly
Thr

Leu

Ile
500

Val

Val

Tyr

Val

Tyr

325

Ala

Arg

Ser

Ala

Glu

405

Lys

Thr

Trp

Arg

Ser

485

Glu

Ser

Gln

Ser

Val

310

Ser

Gln

Cys

Asp

Ala

390

Leu

Asp

Pro

Gln

Met

470

Cys

Ala

Gly

Pro

Arg

295

Leu

Pro

Asp

vVal

Cys

375

His

Thr

Val

Asn

Leu

455

Ala

Ser

Gln

Thr

Val

280

Val

Val

Ala

Gln

Asp

360

Ser

Val

Leu

Ile

Leu

440

Phe

Thr

Ser

Gly

Leu

265

Gly

Phe

Thr

Ser

Pro

345

Leu

Thr

Ala

Ala

Asn

425

Val

Cys

Ala

Phe

Gly
505

Ile

Pro

Asn

Ala

Ala

330

Val

Phe

Cys

Gly

Glu

410

Glu

Ala

Arg

Val

Ser

490

Lys

-82-

Gly

Leu

Ala

Ala

315

Pro

Thr

Ala

Phe

Ile

395

Leu

Ala

Ala

Thr

Ala

475

Arg

Arg

Leu

Val

Ala

300

Glu

Leu

Pro

Val

380

Ala

Arg

Trp

Leu

Val

460

Arg

Ser

Val

SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

Glu

Val

285

Cys

Asn

Val

Gly

Gly

365

Ser

Ala

Gln

Phe

Pro

445

Trp

Cys

Gly

Cys

Phe

270

Leu

Gln

Phe

Ile

Thr

350

Glu

Arg

Met

Arg

Pro

430

Pro

Ser

Ala

Lys

Arg
510

Ile

Leu

Arg

Arg

Thr

335

Leu

Asp

Ser

Met

Leu

415

Glu

Ser

Ala

Gln

Arg

495

Ala

Arg

Pro

Leu

Asp

320

Val

Gly

Ile

Gly

Leu

400

Ile

Asp

Thr

His

Asp

480

Arg

His

q



SOLICITUD DE PATENTE
Expediente No. 7050A

Asn Ala Phe Gly Gly Glu Gly Val Tyr Ala Ile Ala Arg Cys Cys Leu
515 520 525

Leu Pro Gln Val Asn Cys Ser Val His Thr Ala Pro Pro Ala Gly Ala
530 535 540

Ser Met Gly Thr Arg Val His Cys His Gln Gln Gly His Val Leu Thr
545 550 555 560

Gly Cys Ser Ser His Trp Glu Val Glu Asp Leu Gly Thr His Lys Pro
565 570 575

Pro Val Leu Arg Pro Arg Gly Gln Pro Asn Gln Cys Val Gly His Arg
580 585 590

Glu Ala Ser Ile His Ala Ser Cys Cys His Ala Pro Gly Leu Glu Cys
595 600 605

Lys Val Lys Glu His Gly Ile Pro Ala Pro Gln Glu Gln Val Ile Vval
610 615 620

Ala Cys Glu Asp Gly Trp Thr Leu Thr Gly Cys Ser Pro Leu Pro Gly
625 630 635 640

Thr Ser His Val Leu Gly Ala Tyr Ala Val Asp Asn Thr Cys Val val
645 650 655

Arg Ser Arg Asp Val Ser Thr Thr Gly Ser Thr Ser Lys Glu Ala Val
660 665 670

Ala Ala Val Ala Ile Cys Cys Arg Ser Arg His Leu Val Gln Ala Ser
675 680 685

Gln Glu Leu Gln
690

-83-
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{Conventionde La Haye du'5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This.public document

has been signed by Gloria D'Amico
acting in the capacity of County Clerk

bears the seal/stamp of the -county-of Queens

Certified

At New York, New York 6. the 18th day of December 2008
by Special Deputy Secretary of State, State of New York
No. NYC-10643439A

Seal/Stamp 10.  Signature

James Bizzarri
Special Deputy Secretary.of State
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CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

- 'CARRERA 4a N°72-35:
BOGOTA,-8.- COLOMBIA

179

Represerntacién y Podei con :autenticacion notarial y Apostille
para. patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,

marcas de fabrica, .nombres comerciiles, ensefias, nombres _

dedeminio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Aftorney with notarial
authentication and Apostille- for patents, utility models;
industrial designs, trademarks, commercial names, frade

enblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF-ATTORNEY

Yo:(nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the:undersigned
REGENERON PHARMACEUTIC'ALS, INC.
domiciliado(s) en/of
777-0ld Saw:-Mill River Road, Tarrytbw,n;.Ney York 10590; United States:of America

‘hereby ratify the patent app. #08138158 filed
por el presete :nombramos. a EMILIO FERRERC; tpa. 31929; LUZ

CLEMENCIA DE PAEZ; tpa..23555 y DANIEL PENA, -tpa. 65620,

domiciliados en la Carrera 4' N° 72:35; Bogots, Colombia, en
obedetirhiento a lo-dispuesto en el pardgrafo. 10 del’ Articulo 543 del
Cédigo de-Comercio, ¢l primero: conio principal v los demss como
supléntes,-en:su -orden; conio. mis:(huestros) representantes-en todos los
asuntos. de-propiedad industrial con factiltad para recibir notificaciones y

nombtar apoderados'judiciales o-extrajudiciales. El priiner représentante.

suplente- reemplazaré: al principal en caso ‘de. ausencia o: impedimento
“temporal o definitivo de-aquél. La nisma regla, se aplicard .cuando el
segundo representante suplente: haya de reemplazar ‘al ‘priméro; o el

tercero -al segundo: En fales casos, el representante principal, o el

primero, -0 -segundo suplente; en su -caso, o ambos, .déclararan su

intentién 'de 1o’ ejercer la ‘representacion mediante: declaracion:

autenticada. por ‘Notario Piblico :en: Calombia, o por Netario w otro
Funcionario: Pliblico, o -Cénsul de: Colombia, ‘en el extranjero; y si-se
tratare de impedimento, con el certificado. respectivo, Si algtno ‘de-los

nombrados faltare definitivamente; ¢l siguiente tomard.su :jugar. Cuando:

¢cesare la ausencia o impedimento del representante pfincipal, o de:su
primero o segundo suplentes; en su  caso, podiédn  ejercer la
represenitacién, en su orden, uno u otros:segiin el caso, asumiéndola-por

élisolo hecho. de ejercerla; cesando:eii ¢se momento el ejercicio de la:

representacion por el primero,.segundo o tercer suplentesen su-caso,

Ademés, confiero-(conferimos) poder a.los abogados arriba nombrados;
para obtener la proteceion. de mi (nuestra) propiedad-industrial y:contra la
competencia desleal, a «cuyo. -efecto -autorizo’ (amos) 2 los dichos
apoderados para giie me (iios) répresenten arite cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente. ante las-del ordén
administrativo, cotitencioso-adtitinistrativo- y judiéial,. .asi como' los
tribunales de -arbitramento, en todo Jo. concerniente: a los siguientes
asuntos: -a) Obtencién de-patenites de invenci6n, modelos de utilidad, y
disefios” industriales; el registto de marcas de :fabrica, colectivas,
defensivas, -de: servicio, lemas comerciales; nombres comerciales,
ensefias,-noinbres de-dominio, variedades vegetales y ‘denoiminacicnes de
ofigen; su renovacion, traspaso, -canibio de mnonibre .o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso'de esos:derechos;

© CAVELIER ABOGADOS
WPC16813-1d.138680

by Emilio Ferrero on December 30, 2008

in-due comiplidnce-with the terms of jparagraph 1st..of article 543 of the

‘Commercial Code, do-hereby appoint. EMILIO FERRERO, tpa. 31929;

LUZ CLEMENCIA DE-PAEZ, tpa.. 23555 and DANIEL PENA, tpa.
65620, domiciled at Carrera 4° N®72.35, Bogots, Colombig; the first:as
principal and the-others:as altémates, in the order of theit appointrnent; as
our-representatives. for: all industrial property matters with faculty to

‘receive notifications and to.appointatiorneys in.and out of‘Court. The first

alternate: shall replace the. principal in case of his. absence:or 6f temporal
or. definitive impediment. The, same rule will apply when the secofid
alternate. representative is to:replace-the fiist one, or-when the third is'to
replace the first or second élternates i theit turn; or both of them; second.
In-such cases, the principal represeritative, or-the first or second alternates
in. theif turn, or Both of them; shall state théir intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notaty' Public i
Colombia, -or:before a Notary -or another Public Official or a Colombian
Consul:abroad; and in case-of impedimment; the dppropriate certificate shall
suffice. -If any of the .appointees were to be definitely absent, the
following. alternate shall take his place. ‘When the absence or impediment
of-the principal representative, or of the first:or second alternate-in their
turn-ceases, the representation - canbe taken agdin in:their sequence; by the
principdl, the first of sécond alternate. depending on case, and . the mere
fact or-its exercisewill suffice: The exercise. of the represeiitation by the
first; sécond-or third alternates in their turn shall.end at.such tiine.

-attorneys-at:law 'so. that they may obtain the: protection of ‘my (our)

industrial property. and against the:unfair competition, for which purpose 1
(we) authorize the said attorneys to represent me (us) before any

-authiorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
-administrative, -administrative contentious’ and judicial; as well as before

Atbitration'Court; in-all-matters concerning: the following: -a) Obtainment
of patents, utility models and indusirial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans; commiercial
names, trade emblems; -domain names, vegetal varieties and

«denominations of origin; ‘its renewal, assignment; change of name or

domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of

‘thé above rights; b). Actions of unfair competition, protection fo the



b) ‘Las acciones: de: competencia desleal, proteccién del consumidor;
oposiciones u- . observaciones,. cantelacion administrativa y judicial,

nulidad, :medidas. <cautelares, «concesion de licencias; la tutela, Ia

-proteccion de- secretos industridles, 'y en general los juicios: €iviles,

penales, . administrativos o' contencioso-administrativos relacionados.con.

estos dereclios; acciones y procesos que promiGvamos 0 Se fos
promuevan. Y para que en todos los-asuntos arriba determinados, puedan
sustituir estemandato; transigir; conciliar, admitir 10s hechos-del proceso;
desistir, - cancelar, -recibir, renunciar, -y ratificar los actos: de @gentes
oficiosos.

consumer, -oppositions or observations, administrative or Court
cancellation; nullity, infringement, granting-of licenses, the action for writ

-mandamus, the protection-of trade secrets, and in general the civil, penal,

aid adininistrative siits rélatiig to those fights; actions and suits

‘instituted by me (us) or against:me(us). And that'in all the above matters

they may substitute:this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit

* the facts:of the.case; desist; cancel, receive, resign, and ratify acts done by

representitives without'a poweér of attorney..

Dado y-firmado-hoy/Given aiid:signed this__10.Dececriber: 2008

en/in__Tarrytown, New York, US

por/by

Ty

_}alcta Gregg
z7
Firma

© CAVELIER ABOGADOS
WPC16813-1d:138680
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State.of New York- Y

B IR
County of Quéens. 5

& . . e~ Foroyi
No. 160497 i
T;GLORIA D’AMICO. Clerk:of the County of Queens, ang LClerk of the Supreme Court'inwid forsaid |
county;ithe same:being a cogrt o] record havingiza'-. eyl DO HEREBY CERTIFY THAT 1

—— S e O N 2. R - _
whose nameiis subscx:Zéd to' the dinexed original,instmme%as been commissioned and-qualified
asaNOTARY PUBLAC '

and has filed his autograplisigiature in this officeand that he/she was at the time of taking such
Proof oracknowledgment or. oathiduly authorized by the laws of the State-of New. York'to take.
the same; thathe is well acquainted-with the handwriting of such publicofficer 6rhas compared
the Signature on:the certificate-of prootor acknowledgment or oath with the autograph signature
filed‘in:his'office by such piablic officer; and he-believes thit the signatureon the ori ginal instrument
isgentine,. - - . ) ) o

IN ~WIT,NESS'WHEREOF,I have hereunto set my handand my.dtficial seal this. #

County Clerk, Queens County

DB

day of-.;




CERTIFICACION:NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica: Que la firma que-antecede de

es auténtica; que el signatario .desempeiia actualmente el cargo
de
dela.compafiia

L]

sociedad que-actualmenteexiste y estd-organizada dé-acuerdo a.

las leyes de

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: ‘That the preceding signature
of Valeta Gregg

is. authentic, that the: signatory currently acts in the position of

Assistant general: Counsel, Vice Presidert, Patents

of the company

REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.

a company currently éxisting and organized under the laws
of New York, US

que la direccion:de dicha:compafiia.es

3

y que el signatario tiene facultad para otorgar esté.documerito.

Todos los'hechos ariteriotes 1& coristan por liaber éxaminado los
documentos:respectivos y detodo éllo:dafe.
Dadoy firmado en

El

Ty

that the address'is

777 Old Saw Mill River Road, Tarrytown, Ney York 10590,
United States of America

and that the signatory has the power-to.grantthis:document.

The Notary Public is aware and attésts to the above:facts. upon
examination-of the-corresponding-documents:

Given-and signed in Tarrytown, New York, US

On_10December2008

y

El:Notarlo Pdblico {/ 'Df)e.'Notary Public

(Firma-sello)

(Signature-seal)

Notary_P#bnc;-- State of New York
0. 01 ]

Qialitied in. Quieens-Coanty
My Comm. Expires.Oct. 31,.2009

YING-II' YANG
01YA6136005

This public document

APOSTILLE
(Convention de lia Haye du 5 octobre 1961):

1. COUNLLY S

2. hasbeen signed BY vovvveeeeersiriieee
3. acting in the-capacity of .....oeeevenn.... vt e erraan
4. bearsthe seal/Stamp Of . ......voeeveanneesreseosssens s
Certified
: 5. Al et e e 6.the it
7. By et e e e e
b 8o NO: et e,
9. Seal/stamp 10. Signature

R L I T T IR U A R B R R R R IR X YT A RPN

© CAVELIER ABOGADOS
WPCI16813-1d.138680
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TRADUCCION OFICIAL. No. 03.03/09b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial;, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.,
domiciliada en 777 0ld Saw Mill River Road, Tdrrytown, New York
10590, Estados Unidos de _América, por el presente ratifica la
solicitud de paternte #08138158 Presentada por el Dr. Emilio Ferrero
el 30 de diciembre de 2008 y adicionalmente otorga derechos de
representacién y poder a 1os Doctores Fmilio Ferrero, tpa. 31929;
Luz Clemencia de Péez tpa. 23555 y- Daniel Péez, tpa. 65620,
domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35,; Bogota, Colombia..

Dado y firmado el 10 de diciembre.de 2008 en Tarrytown, Nueva York,
Estados Unidos de Amétrica por Valeta Gregg.

Firma Firma Ilegible

fCERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

Ny e e
U0 DR S

El suscrito Notario certifica: Que la firma que antecede de Valeta
Gregg es auténtica, gie el signatario desempefia actualmente en
cargo de Asesor Legal Asistente, Vicepresidente, Patentes, de la
compariia REGENERON PHARMACEUTICALS, INC., sociedad que actualmente
existe y estd organizada de acuerdo a las leyes de Nueva York,
Estados: Unidos de América, que la diréccién de dicha compariia es
777 Old Mill River Road, Tarrytown, New York 10590, Estados Unidos
de América y que el signatario tiene facultad para -otorgar este
documento.

El Notario Publico tiene conocimiento y da fe de los hechos
anteriores después de haber -examinado los documentos

correspondientes.




Dade: y firmado en Tarrytown, Nueva York, Estades Unidos de América
€1l 10 de diciembre de 2008.

Firma Ilegibile
El Notario Publico

YING-ZI YANG
Notario Piblico - Estado .de Nueva York
No. 0LYAG136005
Calificado &r el Céndado de Queens
Mi Comisién Vence Oct. 31 de 2009

{Anexo)
Estado de Nueva York, ) No. 160492 Forma 1
Condado de Queens )Declaracidén Juramentada

Yo, GLORIA D’'AMICO, Secretaria del Condado de Queens vy
Secretario de la Corte Suprema en Yy para dicho condado, el cual es
un  tribunal de registro que tiene por 1ley un sello, POR EL

PRESENTE CERTIFICO QUE

cuyo nombre estd suscrito en el anexo instrumento criginal ha sido
comisionado y calificado como NOTARIO péBLICO .o

y ha presentado su firma autdgrafa en esta oficina y gue al momento
de tomar dicha prueéba o reconccimiento 6 juramento &l/ella estaba
debidamente autorizado por las leyes del Estado de Nueva York para
tomar los mismos; qué &1 estd bien familiarizado con la escritura
de dicho funciochario piblico o ha comparadc la firma due aparece en
el certificado de prueba o reconocimiento o Jjuramento con la firma
autdgrafta presentada ante su oficina por dicho funcionario publico

y él considera que la firma en el documénto original es auténtica.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmado y colecade mi sello oficial al

presente hoy

ESPARIOL - 4
Firma ilegible

10
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EDIFICIO SISKI
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Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
. S. D.

Poderdante : REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.
Poder conferido el : 10/12/2008

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderadd principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el présente escrito
sustituyc el poder a mi otorgadod a la doctbra LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédulza de ciudadania No. 35.456.344 y
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme: al articulo 66 del

cédigo de Procedimiento Civil.

EMILIO FERRERO

T.P.A. N° 31.929
~ C.C. N® 438.019 de Usaquén

Acepto:

L},fg.&g?ém@m@@ Cobide o
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

T.PuA. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

NI T:860.041.367-3
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lbﬂTmDSTATESP%TENfEbﬂYTRADEMARK()EHCE

UNDER SECRETARY OF COMMERGE FOR INTELLECTUAL PROFERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

AUGUST 1, 2012
PTAS

g?b;EngAggW MILL RIVER ROAD 502007601

TARRYTOWN, NY 10591-6707

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 07/31/2012 REEL/FRAME: 028682/0380
NUMBER OF PAGES: 3

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

ASSIGNOR:

WALSH, SCOTT M. DOC DATE: 07/31/2012
ASSIGNOR:

DIX, DANIEL B. DOC DATE: 07/31/2012
ASSIGNEE:

REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.
777 OLD SAW MILL RIVER ROAD
TARRYTOWN, NEW YORK 10591-6707

APPLICATION NUMBER: 61512666 FILING DATE: 07/28/2011
PATENT NUMBER: ISSUE DATE: ]
TITLE: STABILIZED FORMULATIONS CONTAINING ANTI-PCSK9 ANTIBODIES

ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV



502007601 07/31/2012

L PATENT ASSIGNMENT ) ||

Electronic Version v1.1
Stylesheet Version v1.1

SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT
NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT
CONVEYING PARTY DATA
| Name | Execution Date
Scott M. Walsh . ll07/31/2012
Daniet B. Dix _ 0713172012
RECEIVING PARTY DATA
Name: Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
Street Address: 777 Old Saw Mill River Road
City: Tarrytown
State/Country: NEW YORK
|Postal Code: ||[10591-6707
PROPERTY NUMBERS Total: 1
Property Type Number 3
({o]
Application Number: . 61512666 -
uld
[{e]
CORRESPONDENCE DATA
a
Fax Number: 9148477705 o
Phone: 9148471081 &
Email: . james.kang@regeneron.com -
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ASSIGNMENT

WHEREAS, | (WE), Scott M. WALSH, residing at 302 Watch Hill Drive, Tarrytown, New
York 10591, a citizen of the United States of America; and Daniel B. DIX, residing at 55
Memory Trail, LaGrangeville, New York, a citizen of the United States of America;
(HEREINAFTER CALLED “ASSIGNORS”") am (are) inventor(s) of the invention(s) disclosed
and/or claimed in the following patent application(s)_:

Serial No. 61/512,666, filed 28 July 2011, titled:
“Stabilized Formulations Containing Anti-PCSK9 Antibodies”

WHEREAS, REGENERON PHARMACEUTICALS, INC., a corporation organized and
existing under the laws of the State of New York, with offices at 777 Old Saw Mill River Road,
Tarrytown, New York 10591-6707, U.S.A. (HEREINAFTER called “ASSIGNEE”) is desirous of
acquiring my (our) entire right, title and interest in, to, and under said application(s);

NOW, THEREFORE, in consideration of the sum of One Dollar ($1.00) to me (us) in
hand paid, and other good and valuable consideration; the receipt of which is hereby
acknowledged, | (WE), said ASSIGNOR(S), have sold, assigned, transferred and set over, and
by these presents do hereby sell, assign, transfer and set over unto said ASSIGNEE, its
successors, legal representatives, and assigns, my (our) entire right, title and interest for all
countries in and to any and all inventions which are disclosed and claimed, and any and all
inventions which are disclosed but not claimed, in the above-described United States

application(s), and in and to said United States Application(s) and all divisions, renewals,

continuations, and continuations-in-part thereof, and all Patents of the United States which may

be granted thereon and all reissues and extensions thereof; and all applications for industrial
property protection, including, without limitation, all applications for patents utility models, and
designs which may hereafter be filed for said inventions in any country or countries foreign to
the United States, together with the right to file such applications and the right to claim for the

same the priority rights derived from said United States application(s) under the Patent Laws of

the United States, the International Convention of 1883 and later modifications thereof, under

the Patent Cooperation Treaty, under the European Patent Convention, or under any other
available international agreement or under the domestic laws of the country in which any such
application is filed, as may be applicable; and all forms of industrial property protection,

including, without limitation, patents, utility models, inventors’ certificates and designs which
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may be granted for said inventions in any country or countries foreign to the United States and
- all extensions, renewals and reissues thereof;

AND | (WE) HEREBY authorize and request the Commissioner of Patents'and
Trademarks of the United States and any Official of any country or countries foreign to the
United States whose duty it is to issue patents or other evidence or forms of industrial property
protection on applications as aforesaid, to issue the same to the said ASSIGNEE, their
successors, legal representatives and assigns, in accordance with this instrument;

AND | (WE) HEREBY covenant and agree that | (WE) have full right to convey the entire
interest hereinafter assigned, and that | (WE) have not executed, and will not execute, any
agreement in conflict herewith;

' AND | (WE) HEREBY further covenant and agree that | (WE) will communicate to said
ASSIGNEE, its successors, legal representatives and assigns, any facts known to me (us)
respecting said inventions, and testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all
divisional, continuing, continuation-in-part, reissue and foreign applications, make all rightful
oaths, and generally do everything possible to aid. said ASSIGNEE, its successors, legal
representatives and assigns, to obtain and enforce proper protection for said inventions in all

countries.

IN TESTIMONY WHEREOF, | (WE) hereunto set my (OUR) hand(s) and seal the day
and year set opposite our signatures.

Date: ;/3/,’9\ %{Mm

&cbtt M. WALSH

Date: TWU/! 21,201 %\uﬂ/ﬁ%

Daniel B.DIX '/
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POR CUANTO, YO (NOSOTROS), Scott M. WALSH, residente en 302 Watch Hill Drive, Tarrytown,
New York 10591, un ciudadano de los Estados Unidos de América; y Daniel B. DIX, residente en 55
Memory Trail, LaGrangeville, New York, un ciudadano de los Estados Unidos de América; (EN
ADELANTE DENOMINADOS LOS “CEDENTES') somos los inventores de la invencion divulgada y/o
reivindicada en la siguiente solicitud de patente:

Serie No. 61/512,666, presentada el 28 de Julio de 2011 titulada:
- “FORMULACIONES ESTABILIZADAS QUE CONTIENEN ANTICUERPOS ANTI-PCSK9"

POR CUANTO, REGENERON PHARMACEUTICALS, INC., una sociedad organizada y existente bajo las leyes
del Estado de New York, con oficinas en 777 Old Saw Mill River Road, Tarrytown, New York 10591-6707,
Estados Unidos de América 8EN ADELANTE EL “CESIONARIQ”) tiene el deseo de adquirir nuestro completo
derecho, titulo e interés en, para y bajo las mencionadas solicitudes;



AHORA, POR CONSIGUIENTE, en contraprestacion a la suma de Un Délar ($1.00) pagado a mi a la mano y otra
buena y valorable contraprestacion, cuyo recibo por el presente se reconoce, Yo (NOSOTROS), los mencionados
CEDENTES, hemos vendido, cedido, transferido y traspasado, y por el presente vendemos, cedemos,
transferimos y traspasamos al mencionado CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales y cesionarios,
nuestro completo derecho, titulo e interés para todos los paises en y para cualquier invencion que sea divulgada
y reivindicada y cualquiera y todas las invenciones que sean divulgadas pero no reivindicadas en las antes
descritas solicitudes de los Estados Unidos y todas las divisiones, renovaciones, continuaciones y continuaciones
en parte de las mismas, y todas las Patentes de los Estados Unidos que puedan otorgarse sobre las mismas y
todas las re-expediciones y prorrogas de las. mismas; y todas las solicitudes para proteccion de propiedad
industrial, incluyendo, sin limitacién, todas las solicitudes para modelos de utilidad y disefios que en adelante
puedan ser presentados para tales invenciones en cualquier pais o paises extranjeros a los Estados Unidos,
junto con el derecho de presentar tales solicitudes y el derecho a reivindicar para los mismo los derechos de
prioridad derivados de tales solicitudes de los Estados Unidos bajo las Leyes de Patente de los Estados Unidos,
la Convencion Internacional de 1883 y reformas posteriores de la misma, bajo el Tratado de Cooperacion de
Patentes, bajo la Convencion de Patentes Europea, o bajo cualquier otro acuerdo internacional disponible o bajo
leyes locales del pais en el cual cualquier tal solicitud es presentada, como pueda ser aplicable; y todas las
formas de proteccion de propiedad industrial, incluyendo, sin limitacion, patentes, modelos de utilidad titulos de
inventores y disefios que puedan ser otorgados para tales invenciones en cualquier pais o paises extranjeros a
los Estados Unidos de América y todas las prorrogas, renovaciones y re-expediciones de las mismas;

Y YO (NOSOTROS) POR EL PRESENTE autorizamos y solicitamos al Comisionado de Patentes y Marcas de los
Estados Unidos y a cualquier Funcionario de cualquier pais o paises extranjeros a los Estados Unidos cuyo deber
sea la expedicion de patentes u otras pruebas de formas de proteccion de propiedad industrial sobre solicitudes
como las arriba mencionadas, expedir las mismas al mencionado CESIONARIO, a sus sucesores, representantes
legales y cesionarios, de acuerdo con este instrumento;

Y YO (NOSOTROS) POR EL PRESENTE declaramos y acordamos que YO (NOSOTROS) tenemos el pleno
derecho para traspasar el completo interés aqui en adelante cedido, y que YO (NOSOTROS) no hemos suscrito y
no suscribiremos cualquier acuerdo que entre en conflicto con ellos;

Y YO (NOSOTROS) POR EL PRESENTE ademas declaramos y acordamos que YO (NOSOTROS)
comunicaremos al mencionado CESIONARIO, sus sucesores, representante legal y cesionarios, cualesquiera
hechos que conozcamos en relacion con tales invenciones y testificaremos en cualquier proceso legal,
firmaremos papeles licitos, suscribiremos solicitudes de division, continuacion, continuacion en parte,
reexpedicion y solicitudes extranjeras, haremos todos los juramentos debidos y en general haremos todo lo que
sea posible para ayudar al mencionado CESIONARIO, a sus sucesores, representantes legales y cesionarios
para obtener y hacer cumplir la proteccién adecuada para tales invenciones en todos los paises.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, YO (NOSOTROS) hemos firmado y sellado el dia y afio escritos en frente de
nuestras firmas.

Fecha: 7/31/12 (Firmado)
Scott M. WALSH
Fecha: Julio 31, 2012 (Firmado)
' Daniel B. DIX

Traduccion simple efectuada por Hilda Aguilera
COLO 16813 841 014 2 - 1d. 257780
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(61) Int Ck: A61K 039/395

(71)Solicitante(s)

REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.

La presente invencién  proporciona  formulaciones
farmaceuticas que comprenden un anticuerpo humano que se
une especificamente a la proproteina humana convertasa
subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9). Las formulaciones pueden
contener, ademéas de un anticuerpo anti-PCSK9, al menos un
amino4cido, al menos un azdcar o al menos un tensioactivo no
ionico. Las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion muestran un grado sustancial de estabilidad del

anticuerpo tras su almacenamiento durante varios meses.

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
61/512,666 2011/07/28 us
(72) Inventor(es)  SCOTT WALSH
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No. de solicitud PCT/US2012/048574
(54) Titulo:  FORMULACIONES ESTABILIZADAS QUE CONTIENEN ANTICUERPOS ANTI-PCSK9
Resumen:
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LI STADO DE SECUENCI AS
<110> Regeneron Pharnmaceuticals, Inc.

<120> Fornul aci ones estabilizadas que contienen anticuerpos anti -
PCSK9

<130> 7050A

<160> 9

<170> Patentln versioén 3.5

<210> 1

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 1

GQu Val dn Leu Val Qu Ser Ay Ay dy Leu Val dn Pro Ay dy
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gy Phe Thr Phe Asn Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg A n Ala Pro Ay Lys Ay Leu Asp Trp Val
35 40 45

Ser Thr Ile Ser Ay Ser Gy Ay Thr Thr Asn Tyr Al a Asp Ser Val
50 55 60

Lys Ay Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Ser Ser Lys His Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu G n Met Asn Ser Leu Arg Ala A u Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Asp Ser Asn Trp Ay Asn Phe Asp Leu Trp Ay Arg Ay Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

-78-
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<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Sintética

<400> 2

Ay Phe Thr Phe Asn Asn Tyr Al a
1 5

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Sintética

<400> 3

Ile Ser Ay Ser Ay dy Thr Thr
1 5

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Sintética

<400> 4

Ala Lys Asp Ser Asn Trp Ay Asn Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 5

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Sintética

<400> 5

Asp Ile Val Met Thr A n Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Ay
1 5 10 15

-79-
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GQu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser @n Ser Val Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Asn Arg Asn Phe Leu Ay Trp Tyr An A@n Lys Pro Ay dn
35 40 45

Pro Pro Asn Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Gu Ser Ay Va
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Ay Ser Ay Ser Ay Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu dn Ala Au Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys G n dn
85 90 95

Tyr Tyr Thr Thr Pro Tyr Thr Phe Ay G n Ay Thr Lys Leu u lle
100 105 110

Lys

<210> 6

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Sintética

<400> 6

Adn Ser Val Leu Tyr Arg Ser Asn Asn Arg Asn Phe
1 5 10

<210> 7

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Sintética

<400> 7

Trp Al a Ser
1
<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Sintética
<400> 8
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An dn Tyr Tyr Thr Thr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 9

<211> 692

<212> PRT

<213> Hono sapi ens
<400> 9

Met Ay Thr Val Ser Ser Arg Arg Ser Trp Trp Pro Leu Pro Leu Pro
1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ay Pro Ala Ay Ala Arg Ala @n Qu
20 25 30

Asp Qu Asp Ay Asp Tyr Au Gu Leu Val Leu Ala Leu Arg Ser Qu
GQu Asp Ay Leu Ala Asp Ala Pro Au His Ay Ala Thr Ala Thr Phe
50 55 60

Hs Arg Cys Ala Lys Asp Pro Trp Arg Leu Pro Ay Thr Tyr Val Val
65 70 75 80

Val Leu Lys GQu GQu Thr His Arg Ser A n Ser Au Arg Thr Ala Arg
85 90 95

Arg Leu dn Ala An Ala Ala Arg Arg Ay Tyr Leu Thr Lys Ile Leu
100 105 110

Hs Val Phe His Hs Leu Leu Pro Ay Phe Leu Val Lys Met Ser Ay
115 120 125

Asp Leu Leu Gu Leu Ala Leu Lys Leu Pro His Val Asp Tyr Ile Qu
130 135 140

A u Asp Ser Ser Val Phe Ala @n Ser Ile Pro Trp Asn Leu Gu Arg
145 150 155 160

Ile Thr Pro Ala Arg Tyr Arg Ala Asp Ju Tyr Gn Pro Pro Lys Gy
165 170 175

Ay Ser Leu Val Gu Val Tyr Leu Leu Asp Thr Ser Ile G n Ser Asp
180 185 190

Hs A’)g Gu Ile du Gy Arg Val Met Val Thr Asp Phe du Ser Val
195 200 205

Pro Qu Qu Asp Ay Thr Arg Phe Hs Arg G n Ala Ser Lys Cys Asp
Ser Hs Ay Thr His Leu Ala Ay Val Val Ser Ay Arg Asp Ala dy
225 230 235 240

Val Ala Lys Ay Ala Ay Leu Arg Ser Leu Arg Val Leu Ashn Cys dn
245 250 255
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Ay Lys Ay Thr Val Ser Ay Thr Leu Ille Ay Leu Au Phe Ile Arg
260 265 270

Lys Ser G n Leu Val Gn Pro Val Gy Pro Leu Val Val Leu Leu Pro
275 280 285

Leu Ala Gy Gy Tyr Ser Arg Val Phe Asn Ala Ala Cys G n Arg Leu
290 295 300

Ala Arg Ala Ay Val Val Leu Val Thr Ala Ala Ay Asn Phe Arg Asp
305 310 315 320

Asp Ala Cys Leu Tyr Ser Pro Ala Ser Ala Pro u Val Ile Thr Val
325 330 335

Ay Ala Thr Asn Ala @ n Asp A n Pro Val Thr Leu Ay Thr Leu Ay
340 345 350

Thr Asn Phe Ay Arg Cys Val Asp Leu Phe Ala Pro Ay Ju Asp lle
355 360 365

Ile Ay Ala Ser Ser Asp Cys Ser Thr Cys Phe Val Ser Arg Ser Ay
370 375 380

Thr Ser A n Ala Ala Ala His Val Ala Ay Ile Ala Ala Met Met Leu
385 390 395 400

Ser Ala Ju Pro Qu Leu Thr Leu Ala Gu Leu Arg G n Arg Leu lle
405 410 415

His Phe Ser Ala Lys Asp Val Ile Asn Gu Ala Trp Phe Pro Ju Asp
420 425 430

Adn Arg Val Leu Thr Pro Asn Leu Val Ala Ala Leu Pro Pro Ser Thr
435 440 445

Hs Arg Ala Ay Trp An Leu Phe Cys Arg Thr Val Trp Ser Ala His
450 455 460

Ser Ay Pro Thr Arg Met Ala Thr Ala Val Ala Arg Cys Ala A n Asp
465 470 475 480

Gu @u Leu Leu Ser Cys Ser Ser Phe Ser Arg Ser Ay Lys Arg Arg
485 490 495

Ay Au Arglle u Aladn dy Gy Lys Arg Val Cys Arg Ala His
500 505 510
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Asn Ala Phe Gy Ay Au Ay Val Tyr Ala lle Ala Arg Cys Cys Leu
515 520 525

Leu Pro dn Val Asn Cys Ser Val H's Thr Ala Pro Pro Ala Ay Al a
530 535 540

Ser Mt Ay Thr Arg Val Hs Cys Hs G@Gn @n dy Hs Val Leu Thr
545 550 555 560

Ay Cys Ser Ser His Trp Au Val Qu Asp Leu Ay Thr His Lys Pro
565 570 575

Pro Val Leu Arg Pro Arg Ay Gn Pro Asn G@n Cys Val Ay Hs Arg
580 585 590

GQu Ala Ser Ile Hs Ala Ser Cys Cys H's Ala Pro Ay Leu Gu Cys
595 600 605

Lys Val Lys Qu Hs Ay Ile Pro Ala Pro dn du d@n Val Ile Val
610 615 620

Ala Cys Qu Asp Ay Trp Thr Leu Thr Ay Cys Ser Pro Leu Pro Ay
625 630 635 640

Thr Ser H's Val Leu Ay Ala Tyr Ala Val Asp Asn Thr Cys Val Val
645 650 655

Arg Ser Arg Asp Val Ser Thr Thr Ay Ser Thr Ser Lys Au Al a Val
660 665 670

Ala Ala Val Ala lle Cys Cys Arg Ser Arg His Leu Val dn Ala Ser
675 680 685

An Au Leu dn
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