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FORMULACION LIQUIDA ESTABLE DE AMG 416 (VELCALCETID E)

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional U.S. No. 61 /
840.618, presentada el 28 de junio 2013, cuyos contenidos se incorporan aqui como
referencia en su totalidad.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente descripcion se refiere a una formulacion liquida que comprende un
agonista péptido del receptor sensible al calcio, en particular a una formulacién de tal
manera que se mantiene estable después de su almacenamiento durante un periodo
prolongado. La descripcién también se refiere a métodos de preparacion y uso de la
formulacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Una variedad de compuestos que tienen actividad para disminuir los niveles de
hormona paratiroidea se han descrito. Vea la Publicacién Internacional No. WO
2011/014707. En una realizacion, el compuesto puede representarse como sigue:

H-L-Cys—OH
I
S—S

I
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg—D-Arg—D-Arg—D-Ala—D-Arg—NH>

La cadena principal tiene 7 aminoacidos, todos en configuracion D y el residuo
cisteina de la cadena lateral est4d en la configuracion L. El terminal amino esta
acetilado y el terminal carboxilo esta amidado. Este compuesto ("AMG-416") tiene
utilidad para el tratamiento del hiperparatiroidismo secundario (HPTS, por sus siglas en
inglés) en pacientes en hemodialisis. Una formulacion liquida que comprende AMG-416
se puede administrada a un sujeto por via intravenosa. La sal de clorhidrato de AMG
416 se puede representar como sigue:

H-L-Cys—OH
I
S—S

I
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg—D-Arg—D-Arg—D-Ala—D-Arg—NH, ¢ x(HCI)

Los péptidos terapéuticos plantean una serie de retos en cuanto a su
formulacién. Los péptidos en general, y en particular aquellos que contienen un enlace

disulfuro, por lo general sélo tienen una estabilidad moderada o pobre en solucion



acuosa. Los péptidos son propensos a la hidrélisis de enlace amida en alto y bajo pH.
Los enlaces disulfuro pueden ser inestables, incluso en condiciones muy suaves (cerca
de pH neutro). Ademas, los disulfuros que contienen péptidos que no son ciclicos son
particularmente propensos a la formacién de dimeros. En consecuencia, los péptidos
terapéuticos se proporcionan a menudo en forma liofilizada, como un polvo seco o
torta, para la reconstitucion posterior. Una formulacion liofilizada de un péptido
terapéutico tiene la ventaja de proporcionar estabilidad durante largos periodos de
tiempo, pero es menos conveniente para su uso, ya que requiere la adicion de uno o
mas diluyentes y existe el riesgo potencial de errores debido a la utilizacién de un
inadecuado tipo o cantidad de diluyente, asi como el riesgo de contaminacion. Ademas,
el proceso de liofilizacion consume tiempo y es costoso.

Por consiguiente, existe la necesidad de una formulacion liquida acuosa que
contenga un agonista péptido del receptor sensible al calcio, tal como AMG 416. Seria
deseable para la formulacion liquida que se mantenga estable durante un periodo de
tiempo relevante bajo condiciones de almacenamiento adecuadas y que sea adecuada
para la administracion intravenosa u otras vias parenterales.

RESUMEN DE LA INVENCION

Es proporcionada una formulacion liquida que contenga un agonista péptido del
receptor sensible al calcio, tal como AMG 416.

En una realizacion, la formulacion tiene un pH de aproximadamente 2.0 a
aproximadamente 5.0. En otra realizacion, la formulacion tiene un pH de 2.5 a 4.5. En
otra realizacion, la formulacion tiene un pH de 2.5 a 4.0. En otra realizacion, la
formulacién tiene un pH de 3.0 a 3.5. En otra realizacion, la formulacién tiene un pH de
3.0 a 4.0. En otra realizacién, la formulacion tiene un pH de 2.8 a 3.8.

En otra realizacion, el pH de la formulacibn es mantenido por un tampoén
farmacéuticamente aceptable. Tales tampones incluyen, sin limitacion, tampones de
succinato, tampones de acetato, tampones de citrato y tampones de fosfato. En otra
realizacion el tampon es un tampon de succinato. El pH de la formulaciéon puede
ajustarse segun sea necesario con un acido o una base, tal como HCI o NaOH.

En otra realizacion, el agonista péptido del receptor sensible al calcio esta
presente en una concentracion de 0.1 mg/mL a 20 mg/mL. En otra realizacion, el
péptido esta presente en una concentracion de 1 mg/mL a 15 mg/mL. En otra
realizacion, el péptido esta presente en una concentracion de 2.5 mg/mL to 10 mg/mL.
En otra realizacion, el péptido esta presente en una concentracion de
aproximadamente 1 mg/mL, aproximadamente 5 mg/mL o aproximadamente 10
mg/mL.

En otra realizacion, AMG 416 esta presente a una concentracion de

aproximadamente 0.1 mg/mL a aproximadamente 20 mg/mL. En una realizacion, AMG



416 estd presente a una concentracion de aproximadamente 1 mg/mL a
aproximadamente 15 mg/mL. En otra realizacion, AMG 416 esta presente a una
concentracion de aproximadamente 2.5 mg/mL a aproximadamente 10 mg/mL. En otra
realizacion, AMG 416 esta presente a una concentracion de aproximadamente 1
mg/mL , aproximadamente 2.5 mg/mL, aproximadamente 5 mg/mL o aproximadamente
10 mg/mL.

En otra realizacion, AMG 416 esta presente a una concentracion de 0.1 mg/mL a
20 mg/mL. En una realizacion, AMG 416 esta presente a una concentracion de 1
mg/mL a 15 mg/mL. En otra realizacibn, AMG 416 esta presente a una concentracion
de 2.5 mg/mL a 10 mg/mL. En otra realizacion, AMG 416 estd presente a una
concentracion de 1 mg/mL a 5 mg/mL. En otra realizacion, AMG 416 esta presente a
una concentracion de 5 mg/mL a 10 mg/mL. En otra realizacion, AMG 416 esta
presente a una concentracion de 0.5 mg/mL a 1.5 mg/mL, 2.0 a 3.0 mg/mL, 45 a 5.5
mg/mL 6 9.5 a aproximadamente 10.5 mg/mL.

En otra realizacion, la formulacion comprende ademas un modificador de la
tonicidad farmacéuticamente aceptable o mezcla de modificadores de la tonicidad,
farmacéuticamente aceptables. En otra realizacion, el modificador de la tonicidad (o
mezcla de modificadores de la tonicidad) esta presente en una concentracion suficiente
para que la formulacion sea aproximadamente isotonica con fluidos corporales (por
ejemplo, sangre humana). En otro aspecto, el modificador de la tonicidad es NaCl.

En otra realizacion, la formulacion comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agonista péptido del receptor sensible al calcio. En una realizacidon
preferida, la formulacion comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de AMG
416.

En otra realizacién, la formulacion tiene menos de 10% de degradaciéon cuando
se almacena de 2 a 8C durante hasta 2 afios. En otr a realizacion, la formulacion tiene
menos de 10% de degradacion cuando se almacena de 2 a 8C durante hasta 3 afos.
En otra realizacién, la formulacion tiene menos de 10% de degradaciéon cuando se
almacena de 2 a 8C durante hasta 4 afios.

En otra realizacion, la formulacion tiene menos de 8% de degradacion cuando se
almacena de 2 a 8T durante hasta 2 afios. En otra realizacion, la formulacion tiene
menos de 8% de degradaciéon cuando se almacena de 2 a 8C durante hasta 3 afos.
En otra realizacién, la formulacion tiene menos de 8% de degradacion cuando se
almacena de 2 a 8 durante hasta 4 afios.

En otra realizacion, la formulacion tiene menos de 10% de degradacion cuando
se almacena a temperatura ambiente durante 3 meses. En otra realizaciéon, la
formulacién tiene menos de 10% de degradacion cuando se almacena a temperatura

ambiente durante hasta 6 meses. En otra realizacion, la formulacién tiene menos de



10% de degradacion cuando se almacena a temperatura ambiente durante hasta 1
afo.

En otra realizacion, se proporciona una formulaciéon que comprende 0.5 mg / ml
a 20 mg/mL de un agonista péptido del receptor sensible al calcio (por ejemplo, AMG
416) en solucion acuosa, un tampén de succinato que mantiene la formulacién a un pH
de aproximadamente 3.0 a aproximadamente 3.5, y una concentracion suficiente de
cloruro de sodio para que la formulacién sea aproximadamente isotonica con la sangre
humana.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una serie de graficos que representan la pureza (%) como funcion
del tiempo (dias) para soluciones de AMG 416 en tampon salino de succinato (pH 4,5)
a temperatura ambiente (TA). La Figura 1A muestra la estabilidad de soluciones de
AMG 416 que tienen concentraciones de 200, 66, 20, 6.7, 2.2 y 0.67 mg/mL de AMG
416. En la Figura 1B, la escala se expande para ilustrar mas claramente el patrén de
degradacion a concentraciones de 20 mg/mL y por debajo.

La Figura 2 es un gréafico que representa la pureza (%) como funcion del tiempo
(dias) para soluciones de AMG 416 en tampon salino de succinato (pH 4,5) a 40C que
tienen concentraciones en el rango de 20, 6.7, 2.2 y 0.67 mg/mL de AMG 416.

La Figura 3 es una serie de graficos que representan la pureza (%) como funcion
del tiempo (dias) para soluciones de AMG 416 en tampon salino de succinato (pH 2, 3,
4,5y 6) a40 °C. En la Figura 3A, la concentraci 6n de AMG 416 es 10 mg/mL y en la
Figura 3B la concentracion de AMG 416 es 2.5 mg/mL.

La Figura 4 es una serie de graficos que representan la pureza (%) a los 28 dias
como una funcién del pH para soluciones de AMG 416 en tampdn salino de succinato
de 2 a 8C, TAy 40<C. En la Figura 4A, la concentr acion de AMG 416 es 10 mg/mL y
en la Figura 4B la concentracion de AMG 416 es 2.5 mg/mL.

La Figura 5 es una serie de cromatogramas de HPLC. La traza de HPLC en la
Figura 5A es una solucion de AMG 416 (5 mg/mL, pH 2.25) almacenada durante 27
dias a 40C (87.8% de pureza). En la Figura 5B, la escala se expande para ilustrar mas
claramente los picos.

La Figura 6 es una serie de cromatogramas de HPLC. La traza de HPLC en la
Figura 6A es para una solucion de AMG 416 (5 mg/mL, pH 3.5) almacenada durante
27 dias a 40T (91.7% de pureza). En la Figura 6B, la escala se expande para ilustrar
mas claramente los picos.

La Figura 7 es un gréafico que representa la pureza (%) como funcion del tiempo
(dias) para una serie de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) en tampo6n salino de
succinato (pH 2.25, 2.5, 3.0y 3.5) de 2 a 8T.



La Figura 8 es un gréafico que representa la pureza (%) como funcion del tiempo
(dias) para una serie de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) en tampon salino de
succinato (pH 2.25, 2.5, 3.0y 3.5) a TA.

La Figura 9 es un gréafico que representa la pureza (%) como funcion del tiempo
(dias) para una serie de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) en tampo6n salino de
succinato (pH 2.25, 2.5, 3.0y 3.5) a 40<C.

La Figura 10 es una serie de graficos que representan degradante (%) como
funcién del tiempo (dias) para una serie de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) en
tampon salino de succinato (pH 2.25, 2.5, 3.0 y 3.5). El tiempo de curso de la
desamidacion C-terminal se muestra de 2 a 8C (Figu ra 10A), TA (Figura 10B) y a 40C
(Figura 10C). Tenga en cuenta que la escala del eje y es diferente en cada gréfico.

La Figura 11 es una serie de graficos que representan degradante (%) como
funcién del tiempo (dias) para una serie de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) en
tampodn salino de succinato (pH 2.25, 2.5, 3.0 y 3.5). El tiempo de curso de la formacion
de homodimero se muestra de 2 a 8C (Figura 11A), T A (Figura 11B) y a 40C (Figura
11C). Tenga en cuenta que la escala del eje y de la Figura 11C es diferente que el de
las figuras 11Ay 11B.

La Figura 12 es una serie de graficos que representan la pureza (%) como una
funcién del pH (2.8 a 3.8), concentracion de AMG 416 (4 a 6 mg/mL) y NaCl (0.7 a
1.0%) para una serie de soluciones en tampoén salino de succinato almacenadas de 2 a
8T (Figura 12A), 25T (Figura 12B) y 40C (Figura 12C).

La Figura 13 es una serie de graficos que representan la pureza (%) como
funcidn del tiempo (meses) para una serie de soluciones de AMG 416 (3.4 mg/mL) en
tampdn salino de succinato (pH 2.5, 3.0, 3.5) se almacenadas de 2 a 8C (Figura 13A),
25T (Figura 13B) y 40C (Figura 13C).

DESCRIPCION DETALLADA DE EL INVENTO

Los titulos de las secciones que aparecen aqui son propdésitos organizacionales
y no se deben interpretar como limitantes de la materia descrita.

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos
cientificos y técnicos utilizados en relacion con la presente solicitud tendran los
significados que son comunmente entendidos por los expertos normales en la materia.
Ademas, a menos que sea requerido por el contexto, los términos singulares incluiran
pluralidades y los términos plurales incluiran el singular.

Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y técnicas de,
biologia molecular y quimica de proteinas descritas en el presente documento son
aquellas bien conocidas y comunmente utilizadas en la materia. Los métodos y
técnicas de la presente solicitud se realizan generalmente segin métodos

convencionales bien conocidos en la materia y como se describen en diversas



referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la
presente descripcion a menos que se indique lo contrario. Véase, por ejemplo, Laszlo,
Disefio de drogas basado en Péptidos: métodos y protocolos, Imprenta Humana
(2008); Benoiton, Quimica de la sintesis de péptidos, Imprenta CRC (2005); Ausubel
et al., Protocolos actuales en biologia molecular, Greene Publishing Associates (1992),
gue son incorporados en el presente documento como referencia para cualquier
propoésito. Las técnicas de purificacion se realizan segun las especificaciones del
fabricante, como comunmente se logra en la materia o como se describe en el presente
documento. La terminologia utilizada en relaciébn con, y los procedimientos de
laboratorio y las técnicas de, la quimica analitica, la quimica organica sintética, y la
guimica medicinal y farmacéutica descrita en el presente documento es aquella bien
conocida y comunmente utilizada en la materia. Las técnicas estandar pueden ser
utilizadas para sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica,
formulacién, y la entrega, y el tratamiento de los pacientes.

Debe entenderse que esta informacién no se limita a la metodologia particular,
protocolos y reactivos, etc., se descritos en el presente documento y como tal puede
variar. La terminologia utilizada en el presente documento es para el propdésito
solamente de describir realizaciones particulares, y no se pretende limitar el alcance de
la descrita, que se define Unicamente por las reivindicaciones.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" en el
contexto de un valor o intervalo dado se refiere a un valor o intervalo que esta dentro
del 20%, de preferencia dentro del 10%, y mas preferiblemente dentro del 5% del valor

0 rango dado.

Definiciones Generales

Después de la convencidon, como se usa aqui "un" y "una" significan "uno o
mas", a menos que se indique especificamente lo contrario.

El término “AMG 416" se refiere al compuesto que tiene el nombre quimico:
disulfuro de N-acetil-D-cisteinil-D-alanil-D-arginil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-D-
arginamida con L- cisteina, que se puede representar como:

H-L-Cys—OH
I
S—S

I
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg—D-Arg—D-Arg—D-Ala—D-Arg—NH>

Los términos “Clorhidrato de AMG 416" o “AMG 416 HCI” son intercambiables y se

refieren al compuesto que tiene el nombre quimico: disulfuro de N-acetil-D-cisteinil-D-



alanil-D-arginil-D-arginil-D-arginil-D alanil-D-arginamida con clorhidrato de L-cisteina,
que se puede representar como:
H-L-Cys—OH
I
S—S

I
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg—D-Arg—D-Arg—D-Ala—D-Arg—NH, ¢« XHCI

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos “aminodcido” y
“residuo” son intercambiables y, cuando se utiliza en el contexto de un péptido o
polipéptido, se refiere a ambos de origen natural y aminoacidos sintéticos, asi como
aminoacidos analogos, aminoacidos miméticos y aminoacidos de origen no natural que
son quimicamente similares a los amino&cidos de origen natural.

El término “tratar” se refiere a cualquier indicio de éxito en el tratamiento o
mejora de una lesion, patologia o condicion, incluyendo cualquier parametro objetivo o
subjetivo tal como reduccion; remision; disminucién de los signos o sintomas o hacer la
lesion, patologia o condicion mas tolerable para el paciente; la desaceleracion de la
tasa de degeneracion o deterioro; haciendo el punto final de degeneracidn menos
debilitante; mejorando el bienestar fisico o mental de un paciente. El tratamiento o
mejora de los signos o sintomas pueden basarse en parametros objetivos o subjetivos;
incluyendo los resultados de un examen fisico, por ejemplo, el tratamiento del SHPT,
por sus sigla en inglés, al disminuir niveles elevados de la hormona paratiroidea (PTH,
por sus siglas en inglés).

Los términos “dosis terapéuticamente eficaz” y “cantidad terapéuticamente
eficaz”, como se usa en el presente documento, significa una cantidad que provoca una
respuesta biolégica o médica en un sistema tisular, animal o ser humano buscada por
un investigador, médico u otro clinico, que incluye el alivio o mejora de los signos o
sintomas de la enfermedad o trastorno a tratar, por ejemplo, una cantidad de AMG 416
gue provoca una reduccién deseada en el nivel elevado de PTH.

El término “temperatura ambiente” como se utiliza en el presente documento, se
refiere a una temperatura de aproximadamente 25C. Almacenamiento bajo
“condiciones de refrigeracion” en el presente documento se refiere al almacenamiento a
una temperatura de 2 a 8.

Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” son intercambiables y se
refieren a un polimero de aminoacidos, tipicamente unidas entre si a través de enlaces
peptidicos o de disulfuro. Los términos también se aplican a polimeros de aminoacidos
en el que uno o mas residuos de aminoacido es un analogo o0 mimético de un

aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos



de origen natural. Los términos también pueden incluir polimeros de aminoacidos que
han sido modificados, por ejemplo, por la adicion de residuos de carbohidrato para
formar glicoproteinas, o fosforilados. Péptidos, polipéptidos y proteinas pueden ser
producidos por una sintesis en fase liquida o sintesis en fase sélida o por una célula
recombinante genéticamente disefiada.

Una “variante” de un péptido o polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos donde uno o mas residuos de aminoacidos se insertan en, eliminan desde
y/lo se sustituyen en la secuencia de aminoacidos con respecto a otra secuencia
polipeptidica. Las variantes incluyen proteinas de fusion.

Un “derivado” de un péptido o polipéptido es un péptido o polipéptido que ha
sido modificado quimicamente de alguna manera distinta de insercién, supresion, o
variantes de sustitucién, por ejemplo, a través de la conjugacion a otro resto quimico.
Tal modificacién puede incluir la adiciébn covalente de un grupo al extremo amino y/o
carboxi terminal del péptido o polipéptido, por ejemplo, la acetilacion del extremo amino
y/o amidacion del extremo carboxi terminal de un péptido o polipéptido.

El término “aminoacido” incluye su significado normal en la materia. Los veinte
aminoacidos de origen natural y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Véase,
Sintesis Inmunologia A, segunda edicion, (E.S. Golub y D. R. Green, eds.), Sinauer
Associates: Sunderland, Massachusetts (1991), que se incorpora en el presente
documento como referencia para cualquier propadsito..

Esterecisomeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los 19 aminoéacidos
convencionales (excepto la glicina), aminoacidos no naturales tales como [alfa] -, [alfa]
aminoacidos disustituidos, aminoacidos N-alquilo, y otros aminoacidos no
convencionales pueden también ser componentes adecuados para los polipéptidos y
estan incluidos en la frase “aminoacido”. Ejemplos de aminoacidos no convencionales
incluyen: homocisteina, ornitina, 4-hidroxiprolina, [gamma]-carboxiglutamato, [épsilon]-
N, N, N-trimetillisina, [épsilon]-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N -
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, [sigma]-N-metilarginina, y otros
aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacién de
polipéptidos usada en el presente documento, el terminal amino esta a la izquierda y el
terminal carboxilo esta a la derecha, de acuerdo con el uso estandar y la convencion.

Un “sujeto” o “paciente” como se usa en este documento puede ser cualquier
mamifero. En una realizacion tipica, el sujeto o paciente es un ser humano.

Un "tampdén" como se usa en el presente documento, se refiere a una
composicion, donde la composicion comprende un acido débil y su base conjugada
(generalmente como una sal de base conjugada), una base débil y su acido conjugado,
0 mezclas de los mismos. Los expertos en la materia reconoceran facilmente una

variedad de tampones que podrian ser utilizados en las formulaciones usadas en la



invencion. Tampones tipicos incluyen, pero no se limitan a acidos farmacéuticamente
aceptables débiles, bases débiles, o mezclas de los mismos. Tampones
farmacéuticamente aceptables ilustrativos incluyen acetato (por ejemplo, acetato de
sodio), succinato (por ejemplo, succinato de sodio).

La frase “acido débil” es un acido quimico que no se ioniza completamente en
solucion acuosa; es decir, si el acido esta representado por la formula general HA, en
ese caso en solucion acuosa se forma A-, pero una cantidad significativa de HA no
disociado todavia permanece. La constante de disociacion acida (K;) de un acido débil
varia entre 1.8x10° y 55.5.

La frase “base débil” es una base quimica que no se ioniza completamente en
solucion acuosa; es decir, si la base se representa por la formula general B, en ese
caso en solucién acuosa se forma BH+, pero una cantidad significativa de B no
protonado todavia permanece. La constante de disociacién acida (K,) del acido débil
conjugado resultante BH+ varia entre 1.8x10"® y 55.5.

La frase “acido conjugado” es el miembro acido, HX+, de una parte de dos
compuestos (HX+, X) que se transforman el uno en el otro por ganancia o pérdida de
un proton.

La frase “base conjugada” es el miembro base, X-, de un par de dos compuestos
(HX, X-) que se transforman el uno en el otro por ganancia o pérdida de un protén.

La frase “sal de base conjugada” es la sal ibnica que comprende una base
conjugada, X-, y un contraion cargado positivamente.

La frase “sistema tampon” significa una mezcla que contiene al menos dos
tampones.

El término “c.s.p.” significa afiadir una cantidad suficiente para conseguir una
funcion deseada, por ejemplo, para llevar una solucién al volumen deseado (es decir,
100%).

La frase “modificador de la tonicidad” significa una sustancia inerte
farmacéuticamente aceptable que se puede afadir a la formulacion para ajustar la
tonicidad de la formulacion. Modificadores de la tonicidad adecuados para esta
invencion incluyen, pero no se limitan a, cloruro de sodio, cloruro de potasio, manitol o

glicerina u otro modificador de la tonicidad farmacéuticamente aceptable.

. Realizaciones

La presente divulgacion se refiere a formulaciones liquidas que comprenden un
agonista péptido del receptor sensible al calcio, en donde la formulacion tiene un pH de
aproximadamente 2.0 a aproximadamente 5.0. En una realizacién de preferencia, la
presente descripcion se refiere a una formulacion liquida que comprende AMG 416, en

donde la formulacién tiene un pH de aproximadamente 2.0 a aproximadamente 5.0. El
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AMG 416 y su preparacion se describen en la Patente Internacional Publicacién No.
WO 2011/014707. Por ejemplo, AMG 416 puede ser ensamblado por sintesis en fase
sélida a partir de los correspondientes D-aminoacidos Fmoc protegidos. Después de la
escision de la resina, el material puede ser tratado con Boc-L-Cys (Npys)-OH para
formar el enlace disulfuro. El grupo Boc puede ser eliminado con acido trifluoroacético
(TFA, por sus siglas en inglés) y el producto resultante purificado por cromatografia
liquida de alta presion de fase inversa (HPLC, por sus siglas en inglés) y aislado como
la forma salina TFA por liofilizacion. La sal de TFA se puede convertir en una sal
farmacéuticamente aceptable mediante la realizacién de un procedimiento subsiguiente
de intercambio de sales. Tales procedimientos son bien conocidos en la materia e
incluyen, por ejemplo, una técnica de intercambio idnico, seguido opcionalmente por
purificacion del producto resultante (por ejemplo, por cromatografia liquida de fase
inversa u 6smosis reversa).

Las formulaciones descritas en este documento se describen principalmente en
términos de péptido terapéutico, AMG 416, como el ingrediente activo. Sin embargo,
como el experto en la materia apreciara facilmente, la presente divulgacion también se
extiende a variantes y derivados de AMG 416.

Por ejemplo, en una realizacion, las formulaciones descritas también se pueden
usar con: disulfuro de N-acetil-D-cisteinil-D-alanil-D-arginil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-D-
arginamida con D-cisteina. En otra realizacién, la formulacion descrita también se
puede usar con disulfuro de N-acetil-D-cisteinil-D-alanil-D-arginil-D-arginil-D-arginil-D-
alanil-D-arginamida con N-acetil-D-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones
descritas también se pueden usar con: disulfuro de N-acetil-D-cisteinil-D-alanil-D-
arginil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-D-arginamida con N-acetil-L-cisteina.

En otra realizacién, las formulaciones descritas también se pueden usar con:
disulfuro de N-acetil-L-cisteinil-L-alanil-L-arginil-L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-arginamida
con D-cisteina. En otra realizacién, las formulaciones descritas también se pueden usar
con: disulfuro de N-acetil-L-cisteinil-L-alanil-L-arginil-L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-
arginamida con L-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones descritas también se
pueden usar con: disulfuro de N-acetil-L-cisteinil-L-alanil-L-arginil-L-arginil-L-arginil-L-
alanil-L-arginamida con N-acetil-D-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones
descritas también se pueden usar con: disulfuro de N-acetil-L-cisteinil-L-alanil-L-arginil-
L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-arginamida con N-acetil-L-cisteina.

En otra realizacion, las formulaciones descritas también se pueden usar con:
disulfuro de N acetil-D-cisteinil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-D-arginil-D-alanil-D-
arginamida con D-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones descritas también se
pueden usar con: disulfuro de N acetil-D-cisteinil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-D-arginil-D-

alanil-D-arginamida con L-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones descritas
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también se pueden usar con: disulfuro de N acetil-D-cisteinil-D-arginil-D-arginil-D-alanil-
D-arginil-D-alanil-D-arginamida con N-acetil-D-cisteina. En otra realizacion, las
formulaciones descritas también se pueden usar con: disulfuro de N acetil-D-cisteinil-D-
arginil-D-arginil-D-alanil-D-arginil-D-alanil-D-arginamida con N-acetil-L-cisteina.

En otra realizacion, las formulaciones descritas también se pueden usar con:
disulfuro N-acetil-L-cisteinil-L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-arginil-L-alanil-L-arginamida con
D-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones descritas también se pueden usar
con: disulfuro N-acetil-L-cisteinil-L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-arginil-L-alanil-L-
arginamida con L-cisteina. En otra realizacién, las formulaciones descritas también se
pueden wusar con: disulfuro N-acetil-L-cisteinil-L-arginil-L-arginil-L-alanil-L-arginil-L-
alanil-L-arginamida con N-acetil-D-cisteina. En otra realizacion, las formulaciones
descritas también se pueden usar con: disulfuro N-acetil-L-cisteinil-L-arginil-L-arginil-L-
alanil-L-arginil-L-alanil-L-arginamida con N-acetil-L-cisteina.

En otra realizacion, las formulaciones descritas también se pueden utilizar con
uno o mas de los compuestos proporcionados en la Tabla 1, Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4,
Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8, Tabla 9 y/o en la Tabla 10 de la Patente
International Publicacion No. WO 2011/014707. En otra realizacion, las formulaciones
descritas también se pueden utilizar con uno o mas de los compuestos descritos en la
Patente Internacional Publicacion No. WO 2011/014707.

En algunas realizaciones, la formulacién contiene una cantidad terapéuticamente
eficaz del ingrediente activo (por ejemplo, AMG 416). Una cantidad terapéuticamente
eficaz del ingrediente activo en cualquier realizacion dada de la formulacion de la
presente descripcion dependera del volumen de la formulacion para ser entregado a un
tema dado, asi como la edad y el peso del sujeto, y la naturaleza de la enfermedad o
trastorno a tratar. Dependiendo de la forma de dosificacion, en algunos casos una
cantidad terapéuticamente eficaz puede ser proporcionada al paciente en una sola
administracion, mientras que en otros casos puede ser necesaria una pluralidad de
administraciones.

La formulacién liqguida de la presente descripcion es una composicion
farmacéutica adecuada para la administracion por via intravenosa, intraarterial,
intramuscular y subcutanea. En una realizacion de preferencia, la formulacion liquida
es adecuada para administracion por via intravenosa u otras rutas parenterales.
Preferiblemente, la formulacién liquida es una solucion estéril, acuosa. Tipicamente, el
disolvente es agua de calidad inyectable o una mezcla de agua y uno o mas de otros
disolventes miscibles en agua, tales como propilenglicol, polietilenglicol y etanol. Se
prefiere el uso de agua desionizada estéril como disolvente. Otros disolventes que son
adecuados y convencionales para las preparaciones farmacéuticas pueden, sin

embargo, ser empleados.
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La formulacion contiene tipicamente aproximadamente de 0.1 mg/mL a
aproximadamente 100 mg/mL del ingrediente activo (por ejemplo, AMG 416) de
aproximadamente de 0.1 mg/mL a aproximadamente 20 mg/mL del ingrediente activo,
de aproximadamente 0.5 mg/mL a aproximadamente 15 mg/mL del ingrediente activo,
de aproximadamente 1 mg/mL a aproximadamente 10 mg/mL del ingrediente activo, o
de aproximadamente 2 mg/mL a aproximadamente 5 mg/mL de ingrediente activo. En
algunas realizaciones, la formulacion contiene aproximadamente 1 mg/mL del
ingrediente activo, aproximadamente 2 mg/mL del ingrediente activo, aproximadamente
2.5 mg/mL del ingrediente activo, aproximadamente 5 mg/mL del ingrediente activo,
aproximadamente 10 mg/mL del ingrediente activo o aproximadamente de 20 mg/mL
del ingrediente activo. En otra realizacion, la formulacion contiene de 0.1 mg/mL a 100
mg/mL del ingrediente activo, de 0.1 mg/mL a 20 mg/mL del ingrediente activo, de 0.5
mg/mL a 15 mg/mL del ingrediente activo, o de 1 mg/mL a 10 mg/mL del ingrediente
activo, o de 2 mg/mL a 5 mg/mL de ingrediente activo. En una realizacion de
preferencia, la formulacién contiene de 1 mg/mL a 10 mg/mL de ingrediente activo. En
otra realizacion preferida, la formulaciébn contiene de 2 mg/mL a 5 mg/mL del
ingrediente activo.

La formulacion tiene tipicamente un pH de aproximadamente 2.0 a
aproximadamente 5.0, un pH de aproximadamente 2.5 a aproximadamente 4.5, un pH
de aproximadamente 2.5 a aproximadamente 4.0, un pH de aproximadamente 3.0 a
aproximadamente 3.5 o un pH de aproximadamente 3.0 a aproximadamente 3.6. En
algunas realizaciones, la formulacion tiene un pH de aproximadamente 2, un pH de
aproximadamente 2.5, un pH de aproximadamente 3.0, un pH de aproximadamente
3.3, un pH de aproximadamente 3.5 o un pH de aproximadamente 4.0. En algunas
realizaciones, la formulacion tiene un pH de 2.0 a 5.0, un pH de 2.5 a 4.5, un pH de 2.5
a aproximadamente 4.0, un pH de 3.0 a 3.5 o un pH de 3.0 a 3.6.

Como se describe mas plenamente en los ejemplos, la estabilidad de AMG 416
depende del pH de la solucion. Los presentes inventores han encontrado que los dos
principales productos de degradacidn son el resultado de la desamidacion C-terminal y
la formacion de homodimeros. Ademas, los presentes inventores han encontrado que
el curso temporal de la degradacion por estas vias es una funcion del pH. Véase el
Ejemplo 6. A pH bajo, predomina la degradacion por desamidacion C-terminal (véase la
Figura 10), mientras que a pH mas alto, predomina la degradacion por la formacién de
homodimeros (véase la Figura 11). Por lo tanto, la formacion de los dos principales
productos de degradacion tiene la relacion opuesta entre pH y el grado de degradacion.
Estas tendencias opuestas subyacen a los datos de estabilidad general en el rango de
valores de pH y apoyan la identificacion del pH 3.0 a 3.5 como el pH de estabilidad

maxima de las soluciones de AMG 416.
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Tipicamente, la formulacion contiene un agente tampdn fisioldgicamente
aceptable que mantiene el pH de la formulacién en el intervalo deseado. En una
realizacion, el tampon mantiene un pH de aproximadamente 2.0 a aproximadamente
5.0, un pH de aproximadamente 2.5 a aproximadamente 4.5, un pH de
aproximadamente 2.5 a aproximadamente 4.0, un pH de aproximadamente 3.0 a
aproximadamente 3.5 o un pH de aproximadamente 3.0 a aproximadamente 3.6. En
algunas realizaciones, el tampdén mantiene un pH de aproximadamente 2, un pH de
aproximadamente 2.5, un pH de aproximadamente 3.0, un pH de aproximadamente
3.3, un pH de aproximadamente 3.5 o un pH de aproximadamente 4.0. En algunas
realizaciones, el tampdn mantiene un pH de 2.0 a 5.0, un pH de 2.5 a 4.5, un pH de 2.5
a aproximadamente 4.0, un pH de 3.0 a 3.5 o un pH de 3.0 a 3.6.

Cualquier tampon que es capaz de mantener el pH de la formulacién a cualquier
pH o dentro de cualquier intervalo de pH proporcionado anteriormente es adecuado
para su uso en las formulaciones de la presente descripcion, siempre que no reaccione
con otros componentes de la formulacion, cause precipitados visibles a la forma, o de
otra manera cause que el ingrediente activo se torne quimicamente inestable. El
tampdn utilizado en la presente formulacion comprende tipicamente un componente
seleccionado del grupo que consiste en succinato, citrato, malato, edetato, histidina,
acetato, adipato, aconitato, ascorbato, benzoato, carbonato, bicarbonato, maleato,
glutamato, lactato, fosfato, y tartrato, o una mezcla de estos tampones. En una
realizacion de preferencia, el tampdn comprende succinato, por ejemplo, succinato de
sodio.

Se selecciona la concentracion del tampon de modo que se proporciona la
estabilizacién del pH, asi como suficiente capacidad de amortiguamiento. En una
realizacion, el tampon esta presente en la formulacibn a una concentracion de
aproximadamente 0.5 a aproximadamente 100 mmol/L, de aproximadamente 0.75 a
aproximadamente 50 mmol/L, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mmol/L, o
de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 mmol/L. En otras realizaciones, el
tampdn esta presente en aproximadamente 5 mmol/L, en aproximadamente 10 mmol/L,
en aproximadamente 15 mmol/L o aproximadamente 20 mmol/L. En otras
realizaciones, el tampoén esta presente en la formulacién a una concentracion de 0.5 a
100 mmol/L, de 0.75 a 50 mmol/L, de 1 al 20 mmol/L, o de 10 a 20 mmol/L. En una
realizacion de preferencia, el tampon esta presente en aproximadamente 10 mmol L.
En otra realizacion de preferencia, el tampon es succinato presente en
aproximadamente 10 mmol/L.

Desde el punto de vista de la compatibilidad de la formulacion liquida con la
administracién intravenosa, seria deseable que el pH de la formacién de liquido sea lo

mas cerca posible al pH fisiolégico. Las formulaciones liquidas que tienen un pH que
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esta lejos del pH fisioldgico que estan fuertemente amortiguada pueden causar dolor o
incomodidad cuando son administradas. Como se ha discutido, las formulaciones
liquidas de AMG 416 a pH fisioldgico o superior no se mantendrian estables durante un
periodo prolongado de tiempo. Por lo tanto, en una realizacién preferida, la formulacién
liguida de la presente descripcion es débilmente tamponada de manera que la cantidad
inyectada es rapidamente neutralizada por los fluidos fisioldgicos del cuerpo del sujeto.
Es sorprendente que una buena estabilidad y un buen control de pH se mantenida con
la concentracion baja del tampdn. En una realizacion preferida, la sal de HCl de AMG
416 se utiliza en la preparacion de la formulacion liquida para minimizar la capacidad
de amortiguacion. Debido a que el HCI es un acido fuerte, no actia como un tampoén.
Esto proporciona una ventaja sobre el uso de un acido mas débil, tal como el acido
acético. El uso de la sal de acetato de AMG 416, por ejemplo, podria en si proporcionar
cierta capacidad de amortiguacién y permitir una menor flexibilidad para ajustar la
capacidad amortiguadora de la formulacion y puede dar lugar a una formulacién que es
mas resistente a la neutralizacion dentro del cuerpo y por lo tanto menos tolerada de
buena manera. Debido a que AMG 416 es un péptido policatiénico, el efecto seria
mayor en comparacion con la mayoria de los péptidos que tienen un caracter mas
neutral.

En general es deseable para una formulacibn a ser administrada por via
intravenosa u otra ruta parenteral ser isotonica con los fluidos corporales. En algunas
realizaciones, la formulacién de la presente descripcion contiene un modificador de la
tonicidad fisiolégicamente aceptable. Modificadores de la tonicidad que son utiles en la
presente divulgacion pueden incluir cloruro de sodio, manitol, sacarosa, dextrosa,
sorbitol, cloruro de potasio, o mezclas de los mismos. En una realizaciébn de
preferencia, el tonificador es cloruro de sodio.

Cuando un agente de tonicidad esta presente, esta presente preferiblemente en
una cantidad suficiente para hacer que la formulacién liquida aproximadamente
isotonica con los fluidos corporales (es decir, alrededor de 270 a aproximadamente 300
mOsm/L) y adecuado para la inyeccién parenteral en un mamifero, tal como un sujeto
humano, en forma dérmica, subcutanea, o tejidos intramusculares o V. La isotonicidad
se puede medir mediante, por ejemplo, usando una presion de vapor o el osmometro
de tipo de hielo de congelacion. Dependiendo de las concentraciones de los otros
componentes en la formulacion, el cloruro de sodio esta presente en la formulacion a
una concentracion de aproximadamente 7.0 a aproximadamente 10 mg/mL, de
aproximadamente 7.5 a aproximadamente 9.5 mg/mL, o de aproximadamente 8.0 a
aproximadamente 9.0 mg/mL. En una forma de realizacion, el cloruro de sodio esta

presente en la formulaciébn a una concentracién de aproximadamente 8.5 mg/mL. En
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otras realizaciones, el cloruro de sodio estd presente en la formulaciobn a una
concentracion de 7.0 a 10 mg/mL, 7.5 a 9.5 mg/mL, 0 8.0 a 9.0 mg/mL.

Las formulaciones de la presente divulgacion pueden incluir otros portadores
farmacéuticos, excipientes o adyuvantes convencionales. Por ejemplo, las
formulaciones de la presente invencion pueden incluir agentes estabilizantes (por
ejemplo, EDTA y/o tiosulfato de sodio) o conservantes (por ejemplo, alcohol bencilico).
Ademas, las formulaciones de la presente descripcion pueden incluir agentes
medicinales y/o farmacéuticos adicionales. Por ejemplo, en métodos de tratamiento de
SHPT , por sus siglas en inglés, en pacientes en hemodidlisis con CKD-MBD, AMG 416
puede ser coadministrado con uno o mas agentes activos en la osteodistrofia renal, tal
como una terapia de vitamina D (por ejemplo, paricalcitol), que es un tratamiento
establecido para SHPT.

En una realizacién, la formulacion tiene menos del 5% de degradaciéon cuando
se almacena de 2 a 8T aproximadamente durante 1 afio. En otra realizacion, la
formulacion tiene menos de 5% de degradacion cuando se almacena a temperatura
ambiente durante 1 afio. En otra realizacién, la formulacién tiene la degradacién de
menos de 10% cuando se almacena de 2 a 8TC aproxima damente durante 1 afio. En
otra realizacion, la formulacion tiene menos del 10% de degradacion cuando se
almacena a temperatura ambiente durante 1 afio. En otra realizacion, la formulacion
tiene menos del 5% de degradaciéon cuando se almacena de 2 a 8C aproximadamente
durante 2 afios. En otra realizacion, la formulacion tiene menos del 5% de degradacién
cuando se almacena a temperatura ambiente durante 2 afios. En otra realizacion, la
formulacién tiene menos del 10% de degradaciéon cuando se almacena de 2 a 8C
aproximadamente durante 2 afios. En otra realizacion, la formulacion tiene menos de
10% de degradacién cuando se almacena a temperatura ambiente durante 2 afios.

En una realizacion, la formulacion liquida comprende de 0.1 mg/mL a 20 mg/mL
del péptido terapéutico, un tampon que mantiene la formulacion a un pH de 2.0 a 5.0,y
es proporcionada una concentracion suficiente de cloruro de sodio para que la
formulacion sea aproximadamente isoténica. En otra realizacion, la formulacion liquida
comprende de 1 mg/mL a 15 mg/mL del péptido terapéutico, un tampon que mantiene
la formulacion a un pH de 2.5 a 4.5, y es proporcionada una concentracion suficiente de
cloruro de sodio para que la formulacién sea aproximadamente isoténica. En otra
realizacion, la formulacién liquida comprende de 2.5 mg/mL a 10 mg/mL del péptido
terapéutico, un tampon que mantiene la formulacion a un pH de 2.5 a 4.0, y es
proporcionada una concentracion suficiente de cloruro de sodio para que la formulacion
sea aproximadamente isotdnica. En otra realizacién, la formulacion liquida comprende
de 2.5 mg/mL a 5 mg/mL del péptido terapéutico, un tampdén que mantiene la

formulacién a un pH de 2.5 a 3.5, y es proporcionada una concentracion suficiente de
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cloruro de sodio para que la formulacién sea aproximadamente isoténica. En otra
realizacion, la formulacion comprende de 2 mg/mL a 20 mg/mL del péptido terapéutico
en solucidn acuosa, un tampon de succinato que mantiene la formulacién a un pH de
aproximadamente 3.0 a 3.5, y se proporciona una concentracion suficiente de cloruro
de sodio para que la formulacién que sea aproximadamente isoténica.

En una realizacion, la formulacion liquida comprende de 0.1 mg/mL a 20 mg/mL
de AMG 416, un tampon que mantiene la formulacion a un pH de 2.0 a 5.0, y se
proporciona una concentracion suficiente de cloruro de sodio para que la formulacion
sea aproximadamente isotdnica. En otra realizacién, la formulacion liquida comprende
de 1 mg/mL a 15 mg/mL de AMG 416, un tampdn que mantiene la formulacién a un pH
de 2.5 a 4.5, y se proporciona una concentracion suficiente de cloruro de sodio para
gue la formulacion sea aproximadamente isotdnica. En otra realizacion, la formulacién
liguida comprende de 2.5 mg/mL a 10 mg/mL de AMG 416, un tampon que mantiene la
formulacién a un pH de 2.5 a 4.0, y se proporciona una concentracion suficiente de
cloruro de sodio para que la formulacidn sea aproximadamente isoténica. En otra
realizacion, la formulacion liquida comprende de 2.5 mg/mL a 5 mg/mL de AMG 416,
un tampon que mantiene la formulacion a un pH de 2.5 a 3.5, y se proporciona una
concentracion suficiente de cloruro de sodio para que la formulacidon sea
aproximadamente isotonica. En otra realizacion, la formulacion comprende 2 mg/mL a
20 mg/mL de AMG 416 en solucion acuosa, un tampén de succinato que mantiene la
formulacibn a un pH de aproximadamente 3.0 a 3.5, y se proporciona una
concentracion suficiente de cloruro de sodio para que la formulacion sea
aproximadamente isotonica.

En una realizacion de preferencia, las formulaciones de la presente divulgacion
se preparan mediante la colocacién de una cantidad de tampon calculado para generar
el pH deseado en un recipiente adecuado y disolviendo con agua por inyeccion (WFI,
por sus siglas en inglés), la adicion de una cantidad de material (por ejemplo, la sal de
clorhidrato de AMG 416) suficiente para lograr la concentracibn deseada del
ingrediente activo (por ejemplo, AMG 416), afiadiendo una cantidad de modificador de
la tonicidad (o una mezcla de modificadores de la tonicidad) calculado para hacer que
la formulacion resultante sea isotonica con los fluidos corporales, y afiadiendo la
cantidad de WFI necesario para llevar el volumen total a la concentracion deseada.
Después de que los ingredientes se mezclan, se ajusta el pH de aproximadamente 3.0
a aproximadamente 3.5, y los componentes se mezclan de nuevo.

Si se requiere un ajuste con el fin de lograr el intervalo de pH deseado, el valor
pH se puede ajustar por medio de soluciones adecuadas; con soluciones acidas si se
indica una reduccion del valor de pH y con solucién alcalina si se indica un aumento del

valor pH. Los ejemplos no limitantes de soluciones acidas adecuadas son, por ejemplo,
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acido clorhidrico, acido fosférico, acido citrico y fosfato de hidrogeno de sodio o de
potasio. Los ejemplos no limitantes de soluciones alcalinas adecuadas son hidroxidos
alcalinos y alcalinotérreos, carbonatos alcalinos, acetatos alcalinos, citratos alcalinos y
los fosfatos de hidrégeno dialcalinos, por ejemplo, hidroxido de sodio, acetato de sodio,
carbonato de sodio, citrato de sodio, fosfato de hidrégeno disodio o dipotasico, o
amoniaco.

El procedimiento se lleva a cabo tipicamente a una temperatura desde
aproximadamente 2 a 8C a aproximadamente 50C, y a presion atmosférica. La
formulacion resultante puede entonces ser transferida a recipientes de dosificacion
unitaria 0 de multiple dosis (tales como botellas, viales, ampollas o jeringas
precargadas) para el almacenamiento antes de su uso.

Las formulaciones se pueden preparar y administrar como se describe
anteriormente. Alternativamente, las formulaciones pueden administrarse después de la
disolucién, dispersion, etc. la formulacion (preparada como se ha descrito
anteriormente) en un vehiculo, como, por ejemplo, un fluido de infusion o en el flujo
sanguineo devuelto al paciente durante la hemodidlisis (por ejemplo, durante el
enjuague de devolucién).

La preparacion de las formulaciones liquidas segun la presente divulgacion son
conocidas, o seran evidentes, para los expertos en la materia, por ejemplo, véase
Ciencias Farmacéuticas de Remington, Mack Publishing Company, Easton, PA, 17a
edicion, 1985.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos realizados y los resultados
obtenidos, se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no deben interpretarse
como limitantes del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 1
Solubilidad de AMG 416 en tampon salino de succinato

En este estudio, se investigd la solubilidad de AMG 416 en tampoén salino de
succinato. AMG 416 HCI (103 mg en polvo, 80 mg de péptido) se disolvié en 200 pL de
tampodn salino de succinato de sodio (25 mM de succinato, 0.9% de solucion salina, pH
4.5). Después de agitacion breve con vértex, una solucion clara se obtuvo con una
concentracion nominal de 400 mg/mL. Debido a que la expansion del volumen de la
solucion no se determing, la solubilidad de AMG 416 puede ser conservadoramente
fijada como al menos 200 mg/mL. Aunque la solubilidad maxima no se determind en
este experimento, AMG 416 es soluble en pH 4.5 del tampdn salino de succinato a
concentraciones de al menos 200 mg/mL.

EJEMPLO 2

Estudio de estabilidad dependiente de la concentracion
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En este estudio, se investigd la estabilidad de AMG 416 en un rango de
concentraciones en tampoén salino de succinato (pH 4.5). La solucién de 200 mg/mL de
AMG 416 del Ejemplo 1, supra, se diluyé adicionalmente con 200 pyL de tampoén salino
de succinato (pH 4.5) a una concentracion nominal de 200 mg/mL, que se diluyé en
serie con tampdn salino de succinato (pH 4.5) a 66, 20, 6.7, 2.2 y 0.67 mg/mL. Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente (es decir, aproximadamente 25C) y
las alicuotas se analizaron mediante HPLC a intervalos de hasta 29 dias. Una segunda
serie de muestras de AMG 416 que cubren el rango de concentracion de 20 a 0.67
mg/mL se incubaron a 40C y se analizaron de la mis ma manera.

La pureza al punto de tiempo de 29 dias para las muestras a temperatura
ambiente y 40C se proporciona en las Tablas 1 y 2, respectivamente. Los resultados
proporcionan un perfil de estabilidad de AMG 416 como una funcion de la

concentracion y la temperatura.

Tabla 1
Estabilidad a TA del AMG 416 en 25 mM de tampodn salino de succinato (pH 4.5)
Pureza en el tiempo (Dias)
Concentracion 0 1 5 5 13 29
(mg/mL)
200 99.8 99.6 98.4 96.4 89.0 63.8
66 99.6 99.4 99.0 98.1 97.7 91.5
20 99.6 99.7 99.7 99.6 99.3 98.7
6.7 99.4 99.6 99.5 99.5 99.3 98.9
2.2 99.3 99.2 99.3 99.4 99.3 99.1
0.67 99.4 99.5 99.5 99.7 99.5 99.3
Tabla 2
Estabilidad a 40C del AMG 416 en 25 mM de tampodn s alino de succinato (pH 4.5)
Pureza en el tiempo (Dias)
Concentracion 0 1 5 5 13 29
(mg/mL)
20 99.6 99.1 98.1 n.d. 90.5 72.9
6.7 99.4 99.1 98.7 n.d. 95.2 90.0
2.2 99.3 99.3 99.0 98.4 97.0 94.3
0.67 99.4 99.4 99.3 99.0 97.2 94.4

El curso temporal de la degradacion de AMG 416 como una funcién de la
concentracion a temperatura ambiente se muestra en la Figura 1A. En la Figura 1B, la
escala se expande para ilustrar mas claramente el patron de degradacion a
concentraciones de farmaco de 20 mg/mL y por debajo. El curso temporal de la
degradacion de AMG 416 como una funcion de la concentracion a 40C se muestra en
la Figura 2. Los datos muestran que la estabilidad de la solucion de AMG 416 esta

relacionada con la concentracion en el intervalo de estudio de 0.67 mg/mL a 200
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mg/mL. Los datos también muestran que la estabilidad de la solucién de AMG 416 esta
relacionada con la temperatura de incubacion.

La Tabla 3 muestra las predicciones de extension de la degradacion para
soluciones de diversas concentraciones de AMG 416 a temperatura ambiente, basados
en extension de la degradacién a los 29 dias de almacenamiento, temperatura
ambiente en pH 4.5 SBS. Los datos de temperatura ambiente a los 29 dias
encontrados en la Tabla 1 se extrapolan al periodo de tiempo establecido, asumiendo
una cinética de degradacion lineal. Los datos a temperatura ambiente se extrapolaron a
5€C. Se asumidé una diferencia de 20C, equivalente a una tasa 4 veces inferior de
degradacion. Las extrapolaciones se realizaron utilizando una sencilla aplicacion de la
ecuacion de Arrhenius, donde a 10C el aumento en |la temperatura proporciona una
tasa 2 veces mayor en la velocidad de reaccién, asumiendo el mismo mecanismo de
reaccion y que la energia de activacion para cada reaccion relevante es de alrededor
de 50 kJ/mol.

Los valores sombreados indican las condiciones de concentracion y
almacenamiento que tienen menos de 10% de degradacion, que puede ser preferible

para una formulacion liquida.

Tabla 3
Las predicciones de la estabilidad para Soluciones Velcalcetide
Prediccién de extensién d e la
deqgradacion a:
Concentracién o

(mg/mL) 2yrRT 1yrRT 2yr5°C 1yr5TC

66 >100 >100 50.1 25.0

20 20.9 10.4 5.2 2.6

6.7 13.9 7.0 3.5 1.7

2.2 52 2.6 1.3 0.7

0.67 2.7 1.4 0.7 0.3

La comparacion de los datos mostrados en las Tablas 1 y 2 permite la
evaluacion del aumento de la temperatura como una herramienta para predecir la
estabilidad a largo plazo de soluciones de AMG 416. Los datos de 0.67 a 20 mg/mL se
presentan en la Tabla 4, debajo, y muestra la aceleracién de la degradacion a 40C, la
cual es marcadamente mas alta que la predicha por Arrhenius (con los supuestos
descritos, supra). Esto sugiere que los datos de estabilidad acelerada predeciran un
mayor grado de degradacion que el que se observard en la temperatura de

almacenamiento real.
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Tabla 4
Dependencia de la temperatura y la concentracion

de la degradacion de AMG 416 en solucion de pH4.5

Concentracion Degradacion | Degradacion | Acceleracion | Aceleracion
(mg/mL) a 29 dias, a 29 dias, TA->40C predicha
TA (%) 40T (%) (tasa) (tasa)

20 0.9 26.7 29.7 4

6.7 0.5 9.4 18.8 4

2.2 0.2 5.0 25.0 4
0.67 0.1 5.0 50.0 4

EJEMPLO 3

Estabilidad de las formulaciones liquidas de AMG 416 sobre el rango de Ph

En este estudio, la estabilidad de formulaciones liquidas de AMG 416, a una
concentracion de 10 mg/mL, se determindé en un rango de pH en tampoén salino de
succinato. AMG 416 HCI (257 mg polvo) se disolvié en 20 mL de tampdn salino de
succinato de pH 4.5 para proporcionar 10.0 mg/mL de concentracion del péptido
(ajustado para el contenido de polvo del péptido). La solucion se dividié uniformemente
en cinco porciones 4 ml, que se ajustaron a pH 2, 3, 4, 5 y 6, respectivamente, con
NaOH y HCI segun lo necesario. Se tomaron alicuotas de tres soluciones de 1 mL de
cada porcion y se incubaron de 2 a 8T, temperatura ambiente (aproximadamente
25C) y 40T, respectivamente. La solucion restante de 1 ml en cada alicuota se diluyo
con tampon salino de succinato de pH 4.5 con 4 ml de 2,5 mg/mL de concentracion del
péptido, se ajustdé pH, y se incubé de la misma manera. Las muestras fueron
recuperadas segun el horario y se diluyeron con agua desionizada hasta 1.0 mg/mL
para el analisis HPLC.

La pureza al punto de tiempo de 28 dias para todas las muestras analizadas se
proporciona en la Tabla 5 (nota: el valor inicial de pureza fue 99.3% para este estudio).
Los resultados proporcionan un perfil de estabilidad como una funcion del pH,
temperatura y concentracion.

Tabla 5
Pureza al punto de tiempo de 28 dias para soluciones AMG 416.

10 mg/mL 2.5 mg/mL
2-8C RT 40C 2-8C RT 40C
pH 2 99.1 98.7 94.0 98.9 98.7 89.8
pH 3 99.4 99.1 98.2 99.1 99.0 97.2
pH 4 99.4 98.6 85.0 99.2 98.9 92.2
pH 5 99.0 93.8 644 98.9 96.1 73.0
pH 6 96.9 71.8 53.6 97.0 80.0 52.9
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El curso temporal de la degradaciéon de AMG 416 como una funcién del pH se
muestra en la Figura 3. En ambas soluciones la de 10 mg/mL (Figura 3A) y 2,5 mg/mL
(Figura 3B), la menor degradacion se observé a pH 3. En ambas soluciones, la
degradacion a pH 6 avanza mas rapidamente con una pureza cercana al 50% en el
punto de tiempo a los 29 dias. El analisis por HPLC mostré que el principal producto de
degradacion a pH 2 difiere del observado a pH mayor que 3. En un pH mas bajo, la
degradacion es predominantemente por desamidacion por hidrolisis y a pH mas alto, la
degradacion es predominantemente por formacion del homodimero.

El perfil de estabilidad como una funcién del pH en el punto de tiempo a los 28
dias se muestra en la Figura 4. Se puede observar de nuevo en ambas a 10 mg/mL
(Figura 4A) y 2,5 mg/mL (Figura 4B) que, en este conjunto de experimentos, el pH a
menor degradacién es de aproximadamente 3.0. Ademas, las disminuciones en la
pureza se relacionan con la temperatura en todos los niveles de pH, con la menor
degradacion observada en las muestras incubadas de 2 a 8T, y la mayor degradacion
observada en las muestras incubadas a 40<C.

Basado en la extensién de la degradacion a los 28 dias, se calcularon las
predicciones de la extension de la degradacion como se describe, supra. Las
predicciones para la soluciéon de 10 mg/mL se proporcionan en la Tabla 6 y de las
predicciones para el 2.5 mg/mL se proporcionan en la Tabla 7. Los valores sombreados
indican las condiciones que muestran la menos del 10% de degradacion, y que pueden
preferirse para una formulacion liquida. las condiciones en las a los 28 dias la muestra
exhibe ligeramente mayor pureza que los datos iniciales se presentan como 0.0% para
todas las proyecciones.

Estas extrapolaciones sugieren menos del 10% de degradacion después de 2
afios a temperatura ambiente para soluciones de 2.5 o0 10 mg/mL a pH 3. En general,
los datos de temperatura elevada predicen mayor degradacion a los 2 afios que los
datos de temperatura mas baja. Por lo tanto, para los estudios de 10 mg/mL (Tabla 6),
mientras el pH 3 se prevé que sea de menos de 10% de degradacion de todos los
datos de la temperatura, los datos de 2 a 8C predice una menor extension de la
degradacion que las temperaturas mas altas, y de hecho, de 2 a 8C, el valor a pH 4
también es favorable para menos del 10% de la degradacion. Del mismo modo, a 2.5
mg/mL, un intervalo de pH entre 2 y 4 se predice que tenga menos del 10% de
degradacion durante 2 afios a temperatura ambiente cuando se extrapola desde los
datos de 2 a 8TC.
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Tabla 6
Predicciones de la estabilidad para soluciones de 10 mg/mL de AMG 416

Basadas en la extension de la degradacion a los 28 dias

Degradacién Degradacion calculada
observada a aly | azy
2a ] a360d a2y TA
los 28 dias TA 5C
8T (%) (%)
(%) (%) (%)
pH=2 0.3 3.8 15.4 7.7 30.7
pH=3 -0.2 0.0 0.0 0.0 0.0
pH =4 -0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
pH=5 0.3 3.5 13.8 6.9 27.6
pH=6 1.9 23.9 95.7 47.8 >100
Degradacion Degradacion calculada
observada a aly | azy
) a360d a2y TA
TA los 28 dias TA 5C
(%) (%)
(%) (%) (%)
pH =2 0.6 8.1 8.1 4.0 16.1
pH=3 0.2 2.6 2.6 1.3 5.1
pH =4 0.7 8.6 8.6 4.3 17.1
pH=5 5.6 71.4 71.4 35.7 >100
pH =6 26.9 >100 >100 | >100 >100
Degradacion Degradacion calculada
observada a aly | azy
. a360d a2y TA
40C los 28 dias TA 5T
(%) (%)
(%) (%) (%)
pH =2 5.3 68.4 17.1 8.6 34.2
pH=3 11 14.1 3.5 1.8 7.0
pH=4 14.3 >100 45.8 22.9 91.7
pH=5 34.9 >100 >100 | 55.9 >100
pH=6 45.1 >100 >100 | 72.2 >100
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Tabla 7
Predicciones de la estabilidad para soluciones de 2.2 mg/mL de AMG 416

Basadas en la extension de la degradacion a los 28 dias

Degradacion Degradacién calculada (%)
observada a
2a los 28 dias 1y 1y TA 2 2y TA
8T 2a8T 2a87T
(%)
pH=2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
pH=3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
pH=4 -0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
pH=5 0.2 2.9 11.8 59 23.5
pH=6 0.8 10.7 43.0 21.5 86.0
Degradacion Degradacion calculada (%)
observada a
TA | los28dias | 1y |1yTA 2y 2 2y TA
o) 8T
pH =2 0.6 7.9 7.9 4.0 15.9
pH=3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
pH=4 0.3 3.6 3.6 1.8 7.2
pH=5 2.9 37.7 37.7 18.9 75.5
pH=6 18.1 231.0 | 231.0 | 1155 462.1
Degradacion Degradacién calculada (%)
observada a
40C los 28 dias 1y 1y 2y 2- 2y TA
(%) TA 8T
pH =2 9.1 116.5 29.1 14.6 58.3
pH=3 1.8 22.5 5.6 2.8 11.3
pH=4 6.9 88.7 22.2 11.1 44.3
pH=5 26.1 333.6 83.4 41.7 166.8
pH=6 45.0 575.7 | 143.9 72.0 287.8

La Tabla 8 presenta el efecto de aceleracién de la temperatura para estos datos
de una manera similar a la Tabla 4, supra. Esto indica de nuevo que la elevacion de
temperatura tiende a proporcionar una mayor aceleracion de la degradacion que la que
se espera por extrapolaciébn basado en la simple aplicacion de los principios de

Arrhenius.
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Tabla 8

Aceleracion de la temperatura como funcion del pH

28 d Deg 10 mg/mL Aceleracion: datos de 10 mg/mL

TA/ predi-| 40C / predi-|40C /predi-

2-8C | RT | 40C 228 cha| 2a8 cha| TA cha
pH 2 0.2 0.6 5.3 3 4 28 16 9 4
pH 3 -0.1 0.2 1.1 >2 4 >10 16 6 4
pH 4 -0.1 0.7 143 | >7 4 |>100 16 | 22 4
pH5 0.3 5.6 349 [ 19 4 116 16 6 4
pH 6 24 | 275 457 | 12 4 19 16 2 4

En cada valor de pH, los datos de degradacion para cada una de las tres
temperaturas se comparan con los datos de las otras dos temperaturas para calcular la
aceleracion observada. La aceleracion predicha es mediante la simple aplicacion de los
principios de Arrhenius como se describe anteriormente. Como se ha descrito, abajo, el
analisis de HPLC muestra que el mecanismo de degradacion predominante a pH
inferior a aproximadamente 3 es diferente que el observado a pH mayor que
aproximadamente 3.

EJEMPLO 4
Efecto de Excipientes tonificantes en la Estabilidad

En este estudio, se determinaron los efectos de varios excipientes farmacéuticos
sobre la estabilidad de AMG 416 en formulacion liquida. Una solucion de 10 mg/mL de
AMG 416 y soluciones madre de manitol, glicina, arginina, NaCl y Na2S0O4 a
concentraciones isoténicas 2x, se prepararon. El pH de la solucion de AMG 416 y las
cinco soluciones de excipiente y agua desionizada por separado se ajustaron a pH 3.5
usando HCI/NaOH. Alicuotas de 500 pL de cada una de las seis soluciones se
afiadieron a viales de vidrio y 500 pL de la solucion de AMG 416 se afadié a las
mismas viales y se mezclaron bien. Esto se realizd por triplicado para proporcionar
dieciocho muestras de viales, que contienen cada una 5 mg/mL de AMG 416 y una
concentracion isoténica del excipiente (o agua desionizada). Esto se repitid con un
conjunto de soluciones ajustadas a pH 4.5, proporcionando otras dieciocho muestras
de viales. Las muestras se incubaron y se retiraron para el analisis de HPLC en puntos
de tiempo relevantes.

Los datos de estabilidad al punto de tiempo de 56 dias se muestran en la Tabla
9. Se observdé un comportamiento de rango de estabilidad como una funcion del
excipiente. Bajo la mayoria de condiciones ensayadas, las formulaciones de NaCl
mostraron la menor cantidad de degradacién. Las excepciones son para los datos de 2
a 8CyapH de 35y 4.5. Se observdO mayor variabilidad para otros excipientes,
aunque la arginina parecia ser perjudicial en las muestras de 40C y en las muestras a
pH 4.5 a temperatura ambiente (aproximadamente 25C), y el sulfato de sodio parecia

ser perjudicial en las muestras a pH 4.5 a temperatura ambiente y a 40C.
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Tabla 9
Extension de la degradacion (%) a los 56 dias para 5 mg/mL de solucion de AMG 416
Temp 2a8T TA 40C

pH 35 4.5 3.5 4.5 35 4.5
Agua DI 0.0 0.7 1.0 3.6 8.2 24
Manitol 0.0 0.5 0.5 2.2 4.9 23
Gli 0.0 0.6 0.6 6.4 17 28
Arg 0.0 0.5 0.6 29 28 67
NacCl 0.1 1.1 0.3 1.8 3.0 18
Na,SO, 0.0 0.4 0.4 51 9.4 30

La Tabla 10 extrapola los datos a 2 afios en almacenamiento a temperatura
ambiente, y una tendencia similar se observa tal como se discute, supra, en ese
almacenamiento a alta temperatura en general predice la degradacién de forma mas

rapida que lo esperado por una simple aplicacién de los principios de Arrhenius.

Tabla 10
Extensién prevista de la degradacién (%) para 5 mg/ml de soluciones AMG 416

Después de almacenamiento de 2 afios a temperatura ambiente.

Temp 2a8<C TA 40 C

pH 3.5 4.5 3.5 4.5 3.5 4.5
Agua DI 1 35 13 47 27 77
Manitol 0 28 7 28 16 75
Gli 3 31 8 83 55 90
Arg 2 27 7 >100 90 >100
NacCl 4 56 4 24 10 58
Na,SO, 2 22 5 >100 31 98

Los datos muestran que el cloruro de sodio puede ser un modificador de la
tonicidad adecuado para formulaciones de la solucion de AMG 416.
EJEMPLO 5
Estabilidad de la solucién en diferentes tampones

En este estudio, la estabilidad de formulaciones liquidas de AMG 416 se evalu6
en cuatro diferentes tampones por 9 dias. Soluciones salinas tamponadas fueron
preparadas a una concentracion de 25 mM, pH 4.5, para cuatro diferentes tampones
anionicos en la forma de sal de sodio: acetato, citrato, lactato y succinato. AMG 416
HCI (polvo) se disolvié en cada solucion tamponada para proporcionar una solucién de
2,5 mg/mL y el pH se ajustd a 4.5 con HCI/NaOH. Las soluciones se diluyeron
adicionalmente con un tampon a pH 4.5 para 1.0 mg/mL y 0.25 m /mL. Cada una de las
soluciones resultantes se dividié a dos viales de vidrio de HPLC, uno almacenado de 2
a 8C y uno a temperatura ambiente (aproximadamente 25<). El analisis por HPLC se

llevo a cabo a 0, 4 y 9 dias para la determinacién de la potencia y la pureza.
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La pureza de AMG 416 en la mayoria de las muestras en todos los puntos de
tiempo fue de 100%, con la excepcidon de algunos pequefios picos para la muestra de
citrato a los 9 dias que pueden ser atribuidos a la variacion de la linea de base. En
todos los tampones probados, AMG 416 mostré una buena estabilidad durante el
estudio de 9 dias.

EJEMPLO 6
Stability in Buffered Solutions at pH 2.25, 2.5 3.0 and 3.5

En este estudio, se investigo la estabilidad de una formulacién liquida de AMG
416 en condiciones de pH bajo. El tampdn salino de succinato (10 mM, pH 3.5) se
preparé disolviendo 59 mg de éacido succinico en 45 ml de agua procesada en el
laboratorio (desionizada) y ajustando el pH a 3.5 usando HCI 1N y NaOH 1 N segun se
necesito, y c.s.p. 50 ml. De la misma manera, se prepard una solucion tampén 10 mM,
pH 3.5 de lactato de sodio (56 mg/50 mL).

AMG 416 HCI (128 mg polvo) se disolvio en 20 mL de tampon de succinato para
proporcionar una solucion de 5 mg/mL de AMG 416 que se dividi6 en dos porciones
iguales de 10 mL. Se afiadié NaCl (90 mg) a una porcion y manitol (500 mg) a la otra.
Cada porcién de 10 mL se dividi6 nuevamente en dos porciones iguales de 5 mL y el
pH se ajustd a 2.25 y 3.5, respectivamente, con HCI 1IN y NaOH 1N. De la misma
manera, cuatro soluciones de 5 mL se prepararon usando tampoén de lactato. 1,0 ml de
cada una de las soluciones (ocho) resultante se afiadid a 3 viales de muestra de suero.
Ademas, el pH 2.25 restante, la solucion de AMG 416 tamponada con succinato que
contiene NaCl se ajusté a pH 2.5 y alicuotas de 0,5 mL se afiadieron a 3 viales de
muestra de suero y la solucidon tamponada de succinato de pH 3.5 con NaCl se ajusto a
pH 3.0 y alicuotas de 0.5 mL se afadieron a 3 viales de muestra de suero. Véase la
Tabla 11.

En cada punto de tiempo (0, 2, 8, 12 y 24 semanas) todas las 30 muestras
fueron recuperadas de almacenamiento, equilibradas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25<), y una alicuota de 100 uL se diluyé a 0,5 mg/mL con agua
para andlisis RP-HPLC. Las muestras restantes se volvieron a sellar y devueltas a sus

respectivas condiciones de almacenamiento.
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Tabla 11
Descripcion de los numeros de muestra
pH 2.25 3.5 25 | 3.0
Tampdn Lactato Succinato Lactato Succinato Succinato

Excipient | NaC | Manito | NaC | Manito | NaC | Manito | NaC | Manito | NaC | NaC
e I I I I I I I I I I

2a8T 1 2 3 4 5 6 7 8 25 28
TA 9 10 11 12 13 14 15 16 26 29
40C 17 18 19 20 21 22 23 24 27 30

Datos de HPLC representativos para el estudio se muestran en las Figuras 5y 6.
La traza de HPLC mostrada en la Figura 5 es una muestra a pH 2.25 almacenada
durante 67 dias a 40C (5 mg/mL, 87.8% de pureza). La Figura 5B muestra una escala
diferente para verlas a las impurezas. La Figura 6 ilustra el efecto de aumentar el pH a
3.5 para la formulacién de otro modo equivalente (pH 3.5, 40C, 5 mg/mL, 67 dias,
91.7% de pureza). La Figura 6B muestra una escala diferente para ver las impurezas.
Como en el estudio anterior, una diferencia notable es vista en el perfil de degradacion
como los cambios de pH.

La pureza de AMG 416 como una funcién del tiempo se presenta en la Tabla 12
(Concentracion de tampoén de 10 mM: L = lactato; S = succinato. Modificador de la
tonicidad: N = 0.9% NaCl; M = 5% de manitol). Tenga en cuenta que el lote usado
contenia 3.4% del dimero en el tiempo 0. El punto de tiempo a los 14 dias para la
muestra 26 se omitié debido a un error en la preparacion de la muestra.

Las tendencias de los datos seleccionados se representan en forma grafica en

las figuras 7 a 9.

Tabla 12
Estabilidad de la solucién de AMG 416 a 5 mg/mL a 67 dias en solucién tamponada
Pureza (%) en el Tiempo (Dias)
Muestr Tem | Tamp6 | Toni
pH 0 14 27 49 67

a p n Cc

1 2.25 5 L N 96.8| 96.4 | 97.0 | 95.7 | 95.7
2 2.25 5 L M [96.8| 964 | 959 | 96.0 | 95.7
3 2.25 5 S N 95.6| 95.1 | 951 | 94.6 | 93.8
4 2.25 5 S M 954 95.1 | 954 | 94.0 | 94.0
5 3.5 5 L N 96.9| 96.6 | 96.4 | 958 | 96.2
6 3.5 5 L M 968 969 | 96.9 | 96.0 | 945
7 3.5 5 S N 95.3| 95.7 | 955 | 95.0 | 95.0
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8 3.5 5
9 225| 25
10 225| 25
11 225| 25
12 225| 25
13 3.5 25
14 3.5 25
15 3.5 25
16 3.5 25
17 2.25| 40
18 2.25| 40
19 2.25| 40
20 2.25| 40
21 3.5 40
22 3.5 40
23 3.5 40
24 3.5 40
25 2.5 5
26 2.5 25
27 2.5 40
28 3.0 5
29 3.0 25
30 3.0 40

954 | 95.2 | 951 | 951 | 944
96.9| 964 | 95.2 | 940 | 9238
96.9| 96.6 | 956 | 93.2 | 949
953| 94.2 | 939 | 91.7 | 90.6
956 | 945 | 941 | 925 | 921
96.6 | 96.3 | 96.3 | 94.7 | 95.2
96.5| 96.2 | 953 | 948 | 93.3
953| 951 | 948 | 934 | 933
958 | 953 | 94.7 | 935 | 93.6
96.7| 919 | 878 | 835 | 794
96.5| 93.8 | 895 | 86.6 | 83.0
953| 899 | 86.9 | 804 | 76.3
954 | 918 | 89.6 | 853 | 829
96.7| 943 | 91.7 | 895 | 86.2
96.6| 922 | 859 | 795 | 77.3
953| 923 | 89.3 | 86.8 | 84.2
956 | 916 | 885 | 84.2 | 80.3
954 | 949 | 952 | 948 | 944
95.2| ND 945 | 93.2 | 93.2
953| 923 | 90.3 | 85.0 | 824
954 954 | 949 | 947 | 949
956 | 949 | 950 | 93.9 | 94.2
953| 925 | 90.0 | 86.9 | 85.2

nw u nnu nuo nuunu nurCKKon e o s K’ s,
Z2 2 2 Z2 2 25 2 < Z2 2 Z2< Z2Z5 Z2< 25 2 < 2L

La Figura 7 proporciona estabilidad de la solucion de AMG 416 (5 mg/mL) en
tampdn salino de succinato como una funcion del pH bajo condiciones de refrigeracion
(2 a 8%C). La Figura 8 proporciona estabilidad de | a solucion de AMG 416 (5 mg/mL) en
tampodn salino de succinato como una funcion del pH después de un almacenamiento a
temperatura ambiente. Figura 9, proporcionan estabilidad de la solucion de AMG 416 (5
mg/mL) en tampon salino de succinato como una funciébn del pH después de
almacenamiento a 40<T.

El perfil de degradacion en el dltimo punto de tiempo se presenta en la Tabla 13,
y el curso temporal de la aparicion de los dos principales productos de degradacion
(desamidacion C-terminal y la formacién de homodimero) se muestra en las Tablas 14
y 15. Las figuras 10 y 11 presentan la evolucion en el tiempo de la degradacion de
estos productos individuales (desamidaciéon C-terminal y la formacion homodimero,

respectivamente) como una funcion del pH de formulaciones seleccionadas (aquellas
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formulaciones de las que se dispone de un conjunto completo de condiciones de pH, es
decir, aquellas que contienen NaCl y succinato, pero no lactato o manitol).

La Figura 10 indica una clara dependencia del pH para la desamidacion, con
degradacion significativamente mayor por esta via a pH 2.25 que a pH mas alto, y una
correspondencia directa entre el pH y la cantidad de desamidacién. En contraste, la
formacion de homodimero presentado en la Figura 11 muestra la relacion inversa entre
el pH y la extension de la degradacion. Estas tendencias opuestas subyacen los datos
de estabilidad generales presentados en las Figuras 7 a 9, y la estabilidad maxima para
soluciones de AMG 416 en este conjunto de experimentos fue observada a pH de 3.0 +
0.5.

La correlacion entre la estabilidad y la composicion excipiente es menos clara.
En cuanto a la seleccién tampo6n (succinato vs. lactato), la inspeccion de los datos de
las Tablas 12 a 14 no muestra ningun patrén claro de preferencia por el uno o el otro
con respecto a cualquiera de los principales productos de degradacion a pH 2.25 6 3.5.
Todas las muestras con tampon de succinato mostraron menor pureza en el tiempo 0
gue las correspondientes muestras tamponadas con lactato, debido a la mayor
integracion del pico homodimero. La razon de esto no esta clara, pero puede indicar un
cambio en la absorbancia relativa para los padres y el dimero como una funcion de
tampdén. Sin embargo, como se sefiald anteriormente, la incubacidn posterior
proporciona esencialmente idéntica tasa de degradacion en presencia de cualquier
tampdén. En cuanto a la eleccion de modificador de la tonicidad (NaCl o manitol), el
cloruro de sodio parece mejorar la tasa de desamidacion a pH 2.25 (véase la Tabla 13,
las muestras 9 a 12 a 25T vy, especialmente, las muestras 17 a 20 a 40C). Sin
embargo, el NaCl parece suprimir (en comparacién con manitol) la degradaciéon al
homodimero a pH 3.5 (Tabla 14, las muestras 13 a 16 a 25° C y especialmente las
muestras 21 a 24 a 40C).

Tabla 13
Perfil de Degradacién de soluciones de AMG 416 (5 mg/mL) después de 67 dias

Principales Impurezas (% total de area)

Dimero _ ' .
. Dimer . Diaceti | Trisulfur
Acido Trisulfur
_ 0 I 0
t=67 Dias 0

Tampo | Tonic 8.1 9.3

pH | Temp n . min min 9.5 7.4 min | 8.2 min
2.25 5 L N 0.8 0.4
2.25 5 L M 0.5 0.6
2.25 5 S N 0.8 0.8
2.25 5 S M 11 0.1
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3.5 5 L N 0.1

3.5 5 L M 1.2 1.6

3.5 5 S N 0.2 0.1

3.5 5 S M 0.7 -0.1

2.25 25 L N 2.5 0.3 0.3 0.9
2.25 25 L M 1.2 0.4 0.3

2.25 25 S N 3.1 0.4 0.4

2.25 25 S M 1.6 0.9

3.5 25 L N 1.4

3.5 25 L M 3.1

3.5 25 S N 0.2 1.8

3.5 25 S M 2.1 0.1

2.25 40 L N 13.9 0.4 0.7 2.9

2.25 40 L M 8.7 1.6 0.6 2.0 0.3
2.25 40 S N 14.2 0.0 0.2 3.1

2.25 40 S M 8.9 2.4 0.6 2.5 0.3
3.5 40 L N 1.4 7.4 1.0 0.7
3.5 40 L M 0.5 17.0 0.5 1.0
3.5 40 S N 1.0 8.1 0.6 0.1 0.6
3.5 40 S M 1.0 11.7 0.7 1.3
2.5 5 S N 0.5 0.5

2.5 25 S N 15 0.2 0.4

2.5 40 S N 8.4 1.1 0.4 1.9

3.0 5 S N 0.2 0.4

3.0 25 S N 1.3 0.1

3.0 40 S N 2.4 5.5 0.6 0.6 0.5

Concentracion Tampon a 10 mM: L = Lactato; S = succinato. Modificador de la
tonicidad: N= 0.9% NaCl; M = 5% manitol). El valor del % del dimero refleja aumento en

el degradante después de restar el valor inicial.
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Tabla 14
La desamidacion en la Soluciéon de AMG 416 (5 mg/mL) en puntos de tiempo hasta 67
dias
% Degradaciéon en el tiempo
(Dias)

Muestra | pH | Temp | Tampdn | Tonic. 0 14 27 49 67
1 2.25 5 L N 0.1 0.7 0.8
2 2.25 5 L 09 | 0.8 | 05
3 2.25 5 S N 04 | 0.8 | 0.8
4 2.25 5 S M 0.3 1.1
5 3.5 5 L N 03 | 04
6 3.5 5 L M 1.2
7 3.5 5 S N 0.2
8 3.5 5 S M 0.7
9 2.25 25 L N 1.3 | 16 | 25
10 2.25 25 L M 1.2 1.2 1.2
11 2.25 25 S N 11| 14 | 20 | 31
12 2.25 25 S M 07| 10 | 1.3 1.6
13 3.5 25 L N
14 3.5 25 L M
15 3.5 25 S N 0.2
16 3.5 25 S M
17 2.25 40 L N 34| 6.6 |10.2 | 139
18 2.25 40 L M 25| 48 | 7.0 | 8.7
19 2.25 40 S N 39| 66 |11.0 | 14.2
20 2.25 40 S M 23| 42 | 64 | 89
21 3.5 40 L N 09 | 09 1.4
22 3.5 40 L M 05 | 0.6 | 05
23 3.5 40 S N 1.0 | 1.0 1.0
24 3.5 40 S M 04 | 03 1.0
25 2.5 5 S N 0.5
26 2.5 25 S N 0.7 | 13 1.5
27 2.5 40 S N 20| 33 | 6.7 | 84
28 3.0 5 S N
29 3.0 25 S N 0.3
30 3.0 40 S N 1.0 22 | 24
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Concentracion Tampén a 10 mM: L = Lactato; S = succinato. Modificador de la
tonicidad: N= 0.9% NaCl; M = 5% manitol).

La estabilidad maxima para soluciones de AMG 416 en este conjunto de
experimentos se observo a pH de 3.0 + 0.5. La tasa de degradacion total a pH 2.5y 3.5
es similar, pero el perfil de degradacién es diferente. La estabilidad a pH 2.25 es inferior
debido mayores cantidades de desamidacion observadas. Mientras que algunos
efectos del excipiente pueden ser observados en el perfil de estabilidad, los datos no
indican una preferencia general entre los sistemas de excipiente estudiadas, cuando se
formulan a un pH de 3.0.

Tabla 15
Degradacion de AMG 416 a homodimero en soluciones 5mg/mL

en puntos de tiempo hasta 67 dias

Dimero (% Aumento )
Muestra | pH | Temp | Tampén | Tonic. O 14 27 49 67
1 2.25 5 L N 00| 05 |-01] 05 | 04
2 2.25 5 L 00| 04| 00| 00 | 06
3 2.25 5 S N 00| 05| 01| 01 038
4 2.25 5 S M 00| 03| 00| 02 | 01
5 3.5 5 L N 00| 02| 01| 02 |01
6 3.5 5 L M 00 |-01| 00| 02 | 16
7 3.5 5 S N 00 |-04|-02)| 00 | 01
8 3.5 5 S M 00| 02| 01| -01)-01
9 225| 25 L N 00| 05| 04 | 05 | 03
10 225| 25 L M 00| 03|01 ] 05| 04
11 225| 25 S N 00 |-01|, 00| 00| 04
12 225| 25 S M 00| 05| 05| 02 | 09
13 3.5 25 L N 00| 03| 03] 09 | 14
14 3.5 25 L M 00| 04| 03| 15 | 31
15 3.5 25 S N 00| 02| 05| 11 18
16 3.5 25 S M 00| 05| 10 | 14 | 21
17 2.25| 40 L N 00| 06 | 08| 05 | 04
18 2.25| 40 L M 00| 00| 03| 06 | 16
19 2.25| 40 S N 00| 05| 04 | 08 | 00
20 2.25| 40 S M 00| 06 | 06 | 1.3 | 24
21 3.5 40 L N 0.0 | 24 3.7 5.5 7.4
22 3.5 40 L M 00 | 41 | 95 | 150 | 17.0
23 3.5 40 S N 00| 28 | 46 | 6.3 | 81




00| 3.7 | 66 | 9.0 | 117
00| 04| 02| 00 | O5
0.0 01 | 05 | 0.2
00| 06 | 06 | 15 | 11
00| 00| 05 | 02 | 0.2
00| 06 | 06 | 09 | 1.3
00| 16 | 3.2 | 48 | 55

24 3.5 40
25 2.5 5
26 2.5 25
27 2.5 40
28 3.0 5
29 3.0 25
30 3.0 40

w nu Oln nu nn
Z2 Z2 Z2 2 Z2 Z2 <

Concentracion Tampon a 10 mM: L = Lactato; S = succinato. Modificador de la
tonicidad: N= 0.9% NaCl; M = 5% manitol). Tenga en cuenta que la degradacion se
expresa como un aumento en el contenido de dimero (no dimero total) como el API, por
sus siglas en inglés, utilizado para el experimento ya que contiene una cantidad

apreciable de dimero.

La estabilidad maxima para soluciones de AMG 416 en este conjunto de
experimentos se observo a pH de 3.0 = 0.5. el andlisis de soluciones formuladas a pH
2.5 0 3.5 muestran diferentes perfiles de degradacion, con la hidrolisis de la amida C-
terminal siendo el mas grande producto de degradacion a pH bajo, mientras que la
formacion de homodimero fue mayor a pH mas altos. Las formulaciones liquidas a pH
3.0 han predicho la degradacion total de 2 a 4% en 2 afios bajo condiciones de
refrigeracion.

EJEMPLO 7
Robustness Study

En este estudio, se investigo la estabilidad de una formulacién liquida de AMG
416 bajo una variedad de condiciones de fabricacion y analiticas. Se prepararon
catorce grupos de formulacion de prueba, cada uno con una combinacién diferente de
pH (2.7, 3.3 6 39), concentracion de péptido (4.5 6 6 mg/mL) y concentracion de sal
(0.7, 0.85 6 1.0%). La osmolalidad de cada formulacién se mantuvo igual (succinato 10
mM). Véase la Tabla 16.

Tabla 16

Grupos de prueba de formulacién

Succinato | Péptido NacCl
Muestra pH
(mM) | (mg/mL) | (%)
1 3.3 10 5 0.85
2 3.9 10 4 1.0
3 2.7 10 4 0.85
4 3.9 10 6 0.7
5 3.3 10 4 0.7
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6 3.9 10 6 1.0
7 3.3 10 5 1.0
8 3.3 10 5 0.85
9 3.9 10 5 0.85
10 3.3 10 6 0.85
11 2.7 10 6 0.85
12 2.7 10 5 1.0
13 2.7 10 5 0.7
14 3.9 10 4 0.7

Las muestras (2.1 mL) de cada uno de los grupos de prueba de formulacién se
dispensaron en viales de vidrio Tipo 1B de 3 ml (Schott, Alemania) y sellados (tapén
de caucho). Conjuntos de los viales se almacenaron en posicion vertical durante tres
meses a temperaturas de 4C, 25€C 6 40<C. Los cambi os en el pH, la osmolalidad,
porcentaje de AMG 416, y los productos de degradacion fueron evaluados pasados los
tres meses.

La superficie de respuesta dependiente del tiempo definida por los tres factores
(pH,% de péptidos y % de NaCl) se estimd mediante ajustando un modelo estadistico
gue describe dicha superficie a los datos para cada respuesta HPLC y a cada
temperatura (JMP® software de descubrimiento estadistico, SAS, por sus siglas en
inglés). La simulacion de Monte Carlo se utilizdé para generar las distribuciones de las
respuestas de HPLC predichas en el punto de ajuste (pH = 3.3, péptido = 5% y NaCl =
8.5%) como una funcidn de la variacion aleatoria de factores alrededor del punto de
ajuste y el ruido aleatorio .

No se observaron cambios significativos en el pH y la osmolaridad con el tiempo.
A 4C vy 25T, la pureza se mantuvo al 92% o mayor, la desamidacién fue del 4% o
menos Yy la formacion de homodimero fue del 4% o menos sobre toda la longitud del
estudio. A 40%C, la formacién de la pureza, la desa midacion y el homodimero fue vista
a partir del 1 mes. Sin embargo, la desamidacién y la formacién de homodimero se
redujeron a medida que el intervalo de pH se acercaba alrededor de 3.3, lo que indica
gue el pH tiene un impacto significativo en la formacion de estos productos de
degradacion.

Basandose en estos datos, es posible proporcionar una prediccion del perfil de
pureza en un rango de pH entre 2.8 a 3.8. Como se muestra en la Figura 12, la pureza
a cada temperatura es fuertemente dependiente del pH, y menos dependiente de la
concentracion de péptido y de NaCl dentro del intervalo ensayado. Bajo condiciones de
refrigeracion, el efecto del pH es menos significativo en los valores de pH por encima
de 3.3, pero a temperatura ambiente (aproximadamente 25C), valores mas altos de pH
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son asociados con una degradacion mas rapida. Las formulaciones para uso
terapéutico pueden ser objeto de almacenamiento a largo plazo en condiciones de
refrigeracion. Ademas, de be tenerse en consideracion la exposicion potencial de la
formulacién a temperaturas mas altas durante la fabricacion, envasado, etiquetado y
uso clinico. Asi, en este conjunto de experimentos, se observé que un valor de pH en el
intervalo ensayado de 2.8 a 3.8 (3.3 £ 0,5) seria adecuado para formulaciones con
AMG 416.
EJEMPLO 8
Estabilidad a largo plazo de las formulaciones liquidas de AMG 416 sobre un rango de
Ph.

En este estudio, la estabilidad a largo plazo de una formulacion liquida de AMG
416, a una concentracion de 3.4 mg/mL, se determiné sobre un rango de pH en tampoén
salino de succinato. Agua purificada USP (1200 mL) se dispensd en un vaso de
precipitados de vidrio. Se afiadieron succinato de sodio (4.05 g) y cloruro de sodio (13.5
g) y se agito para disolver. El pH se ajusté a 2.5 con NaOH 1N y/o HCI 1N segun fue
necesario. AMG 416 HCI (5.5 g de peso en polvo) se afiadid, se agitdé para disolver y
c.s.p. 1.500 mL con agua purificada para proporcionar 3.4 mg/mL de solucién (AMG
416).

La solucion se dividio en tres porciones y el pH para cada porcion se ajusto a
2.5, 3.0 y 3.5, respectivamente. Cada solucion se filtr6 por separado a través del filtro
PVDF de 0.22 micrometros y se dispensaron 2 ml a viales de 5 cc. Después de haber
sido taponados, sellados y etiquetados, los viales se colocaron en camaras de
estabilidad designados a 5C + 3, 256C £ 2 y 40C £ 2. Las muestras fueron
recuperadas segun lo programado y se diluyeron con agua desionizada a 1.0 mg/mL
para el analisis HPLC. La pureza en el mes 0, 1, 2, 3, 5, 12 y 24 se proporciona en la
Tabla 17 (nota: el valor inicial de pureza fue 99.2% para este estudio). Los resultados
proporcionan un perfil de estabilidad a largo plazo de una formulacion liquida 3.4
mg/mL de AMG 416 como una funcién del pH y la temperatura.

Tabla 17

Pureza en puntos de tiempo hasta 24 meses para soluciones de AMG 416.

Pureza (%) en el tiempo (Meses) y
Degradacion

pH Temp 0 1 2 3 5 12 | 24 azy
(T)
5 [ 99.2]99.0 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 96.8 | 94.8 4.4
25 | 25 [99.2| 969 | 952 | 93.4 | 89.3 | 80.9 | 68.5 30.7
40 |99.2 | 88.8 | 81.9 | 75.3 | 60.9 | 39.1 | 20.4 78.8
3 5 [99.2]99.1 | 991 992987983977 1.5
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25 99.2 | 98.2 | 975 | 96.7 | 95.0 | 91.1 | 84.6 14.6
40 99.2 | 93.7 | 90.2 | 86.4 | 7189 | 61.6 | 39.2 60.0
5 99.2 | 99.2 | 99.2 | 99.2 | 98.8 | 98.6 | 98.3 0.9
3.5 25 99.2 | 986 | 98.1 | 97.6 | 96.2 | 93.4 | 89.2 10.0
40 99.2 | 946 | 915 | 88.7 | 83.1 | 67.5 | 46.1 53.1

El curso temporal de la pureza de la formulacion liquida de AMG 416 en cada
nivel de pH se muestra en la Figura 13. En todas las temperaturas, la mayor pureza se
observo a pH 3.5, mientras que la mayor degradacion se observo a pH 2.5. Ademas, a
todas las temperaturas, la pureza a pH 3.0 y 3.5 fue significativamente mayor que la
pureza a pH 2.5. Asi, por ejemplo, para las muestras refrigeradas, la pureza a los 24
meses fue de 98.3 y 97.7 para las soluciones a pH 3.5 y 3.0, respectivamente, pero
s6lo 94.8 para la solucion a pH 2.5. Ademas, la disminucion en la pureza se vio
relacionada con la temperatura en todos los niveles de pH, con la menor degradacion
observada en las muestras incubadas de 2 a 8C y la mayor degradacion observada en
las muestras incubadas a 40C. El degradante principal observado a pH 2.5 fue el
producto desamidado y a pH 3.5 el homodimero fue observo.

Estos datos confirman que las formulaciones descritas son capaces de mantener
la estabilidad adecuada de AMG 416 sobre al menos una duracién de dos afios bajo
condiciones de refrigeracion. La degradacién observada es lineal en todos los casos y
apoya las conclusiones basadas en la extrapolacion de los datos de los experimentos
anteriores. A partir de estos datos, el pH optimo esta entre 3.0 y 3.5 basandose en el
equilibrio entre las diferentes vias de degradacion.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en esta
especificacion se incorporan en el presente documento como referencia como si cada
publicacién o solicitud de patente individual estuvieran especifica e individualmente
indicadas para ser incorporadas de referencia. Aunque la invencién anterior se ha
descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propdsitos de claridad
de comprension, sera facilmente evidente para aquellos con expertos cotidianos en la
materia a la luz de las ensefianzas de esta invencion que ciertos cambios y
modificaciones pueden hacerse en la misma sin apartarse del espiritu o alcance de las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Una formulaciéon farmacéutica que comprende AMG 416 en solucidon
acuosa, en la que la formulacién tiene un pH de 2.0 a 5.0.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacién tiene un pH
de 2.5a4.5.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacion tiene un pH
de 2.5a4.0.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacién tiene un pH
de 3.0a 3.5.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el pH es mantenido por
un tampoén farmacéuticamente aceptable.

La formulacion de la reivindicacion 5, en la que el tampon es succinato.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el AMG 416 esta presente
en la formulacion a una concentracion de 0.1 mg/mL a 20 mg/mL.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el AMG 416 esta presente
en la formulacién a una concentracion de 1 mg/mL a 15 mg/mL.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el AMG 416 esta presente
en la formulacion a una concentracion de 2.5 mg/mL a 10 mg/mL.

La formulacion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un
modificador de la tonicidad farmacéuticamente aceptable.

La formulacion de la reivindicacion 10, en la que el modificador de la
tonicidad esta presente en la formulacion a una concentracion suficiente
para que la formulacion sea aproximadamente isotonica.

La formulacion de la reivindicacion 10, en la que el tonificador es NaCl.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacion tiene menos
del 10% de degradacién cuando se almacena de 2 a 8°C por 2 afios.

La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacion tiene menos
del 10% de degradacion cuando se almacena a temperatura ambiente por
2 ainos.

Una formulacion que comprende de 2 mg/mL a 20 mg/mL de AMG 416 en
solucion acuosa, un tampon de succinato que mantiene la formulacion a
un pH de aproximadamente 3.0 a 3.5, y una concentracion suficiente de

cloruro de sodio para que la formulacion sea aproximadamente isotonica.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTMUS2014/044622

Box No.| Basis of the opinion

j

2.

3.

With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

O a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

[J  This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
O on paper
O in electronic form
b. (time)
O in the international application as filed
O together with the international application in electronic form

0 subsequently to this Authority for the purposes of search

. I In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

Additional comments:

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

. Statement

AN
o

Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims

i
[&)]

Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims

-y
'

ol

o

Industrial applicability (1A) Yes: Claims
No: Claims

Citations and explanations

see separate sheet
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Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1 Reference is made to the following documents; the numbering will be adhered
to in the rest of the procedure. Unless otherwise specified, the relevant
passages are those mentioned in the search report:

D1 WO 2011/014707 A2 (KAl PHARMACEUTICALS INC [US]; KARIM FELIX
[US]; BARUCH AMOS [US]; MACL) 3 February 2011 (2011-02-03)cited in the
application

D2 SHEN JUN ET AL: "A pharmacokinetic/pharmacodynamic model for AMG 416,
a novel calcimimetic peptide, following a single intravenous dose in healthy
subjects.”,

JOURNAL OF CLINICAL PHARMACOLOGY OCT 2014,

vol. 54, no. 10, October 2014 (2014-10), pages 1125-1133,

ISSN: 1552-4604

Retrieved from the Internet:
URL:http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcph.314/pdf[retrieved on
2014-09-23]

2 Novelty and inventive step according to Art. 33(2) and 33(3) PCT

23 The subject-mater of present independent claims 1 and 15 is novel because
none of the cited prior art describes a "stable" aqueous solution of AMG 416,
characterized in that the pH is between 2.0 and 5.0, and preferably 3.0 and
3.5.

In particular D1 describes the intravenous administration in-vivo of present
compound or derivatives thereof (see for Examples 4, 11 or §117 in
combination with §60, Table 2 on p.19, Table 4 on page 24, claim 23). Put in
other words the intravenous solution of D1 has to be near to the physiological
pH of the blood, that is to say it has implicitly a pH value between about 7.34
and about 7.45, which is different from the pH range of present application
(pH 2-5). Therefore D1 does not deprive the subject-matter of present claims
of novelty.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2014/044622

For the same reason D2 (see abstract) is not novelty destroying. It is silent
with regard to the claimed pH range of present solution. Further D2 is
published after the priority date of present application.

2.2 D1 is the closest prior art document.
Starting from D1, the problem to be solved may be seen in the provision of a
stable solution of present drug.
D1 suggests that present drug can be formulated in form of a kit, wherein the
drug is in a lyophilized or desiccated form in a first container, and a sterile
saline, dextrose or buffered solution in a second container (see §223-227).
D1 does not suggest the use of present acidic pH range from 2.0 to 5.0 to
make a stable solution of present drug. This technical solution was not
derivable from D1. Further the applicant has shown with support of
experimental tests (see the Examples and Figures) that the problem is solved.
Therefore the subject-matter of present claims is inventive.

Form PCT/ISA/237 (Separate Shest) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
A-1845-WO-PC ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2014/044622 27 June 2014 (27-06-2014) 28 June 2013 (28-06-2013)
Applicant
AMGEN INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

4

This international search report consists of a total of sheets.

It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

|:| atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. D With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
2. |:| Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)
3. [ ] unity of invention is lacking (see Box No Ill)

4. With regard to the title,
|:| the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:

STABLE LIQUID FORMULATION OF AMG 416 (VELCALCETIDE)

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 3b
|:| as suggested by the applicant
as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)
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Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

cited in the application
the whole document

paragraphs [0060],
[0227]

[0117],

A WO 2011/014707 A2 (KAI PHARMACEUTICALS INC
[US]; KARIM FELIX [US]; BARUCH AMOS [US];
MACL) 3 February 2011 (2011-02-03)

claim 23; examples 4,11; tables 2,4
[0223] -

1-15

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

24 September 2014

Date of mailing of the international search report

21/10/2014

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Hillers, Nathalie
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pharmacokinetic/pharmacodynamic model for
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following a single intravenous dose in
healthy subjects.",
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vol. 54, no. 10, October 2014 (2014-10),
pages 1125-1133, XP002730170,

ISSN: 1552-4604

Retrieved from the Internet:
URL:http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.
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[retrieved on 2014-09-23]
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abstract
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FORMULACION LIQUIDA ESTABLE DE AMG 416 (VELCALCETID E)

RESUMEN — OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan una formulacion liquida que comprende un agonista péptido del

receptor sensible al calcio y el método de preparacion y uso de la formulacion.

SECTOR: Quimica farmacéutica.
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