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FORMULACION DE PROTEINA DE FUSION ESTABLE

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion esta relacionada con la formulacion estable de una molécula de proteina de fusion.
En particular, la invencion divulga una formulacién de proteina de fusion estable de proteina 4-inmunoglobulina
(CTLAA4-1g) asociada a linfocitos T citotoxicos, en donde la formulacién comprende sistemas reguladores y
estabilizadores.

ANTECEDENTES

[0002] Durante las ultimas dos décadas, la tecnologia del ADN recombinante ha llevado a la comercializacion de
muchas proteinas, en patrticular, terapias de anticuerpos y moléculas de proteinas de fusion.

[0003] Las proteinas de fusién, en particular, las moléculas de proteina de fusién Fc (en las que la porcion Fc de
la inmunoglobulina (Ig) humana se conjuga con una porcion particular de un receptor) estan ganando importancia
debido a su amplio uso en el tratamiento de diversos trastornos oncolégicos e inmunoldgicos. Etanercept (TNFR-
IgFc), aflibercept (VEGFR-IgFc) y abatacept y belatacept (CTLA4-IgFc) se encuentran entre las proteinas de fusion
Fc aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA) para tratar diversos trastornos. La eficacia de la molécula
de proteina de fusion depende principalmente de la estabilidad, la ruta de administracion y sus formas de
dosificacién y concentraciones. Esto, a su vez, requiere que estas moléculas de proteina se formulen de manera
apropiada para retener la estabilidad y la actividad.

[0004] Las proteinas en general, y las proteinas de fusién Fc en particular, son tipicamente inestables en solucién
y sensibles a pH, temperatura y oxidacion y, por tanto, pueden sufrir una variedad de reacciones covalentes y no
covalentes, modificaciones o degradaciones en solucion. Las vias de degradacion de proteinas mas comunes
incluyen agregacion, desamidacion y/u oxidacion y se sabe que estas vias de degradacién estén influenciadas por
el pH, latemperatura y las condiciones de almacenamiento, incluidas las condiciones de formulacion y excipientes.
Por tanto, estas vias conducen a la inestabilidad fisica y quimica de una proteina en solucién.

[0005] La agregacion en proteinas terapéuticas es de particular interés, porque a menudo da como resultado una
disminucion de la bioactividad/pérdida de actividad durante un periodo de tiempo y puede ser inmunogénica
cuando se administra a un paciente. En el caso de proteinas de fusion, la agregacion es significativa ya que implica
la fusion de dos o mas proteinas, tienen una estructura grande y compleja y tienden a formar agregados a una
velocidad rapida en comparacion con polipéptidos o anticuerpos simples.

[0006] Aparte de la agregacion, otro tipo de inestabilidad de una proteina multimérica, que ocurre especificamente

en las regiones donde se fusionan dos o0 més proteinas, es la fragmentacién/recorte que puede ser el resultado
de desamidacion, oxidacion, isomerizacion y/o hidrdlisis. La desamidacion puede ocurrir en los residuos de
aspargina o glutamina, dando como resultado una variante de carga de la proteina. La oxidacion de las proteinas
de fusion involucra principalmente residuos de metionina y generalmente esta influenciada por factores externos
como la exposicion a la luz y los iones de metales de transicion o el producto de degradacion de un excipiente
(por ejemplo, peroxido de hidrégeno de la degradacion del polisorbato). Se sabe que la presencia de estos
productos oxidados y variantes de carga en una molécula de proteina terapéutica aumenta la inestabilidad y, por
lo tanto, disminuye la bioactividad de la proteina.

[0007] Por lo tanto, es esencial desarrollar una mezcla adecuada de componente(s) de formulacién que
estabilizaria una molécula de proteina terapéutica (de fusion) frente a los muchos factores que inducen
inestabilidad fisica y quimica. Ademas, la formulacion desarrollada debe mantener la estabilidad coloidal durante
las condiciones de almacenamiento, ya que mide y asegura que las moléculas de proteina permanezcan
suspendidas en una solucion acuosa en equilibrio.

[0008] Existen numerosas clases de excipientes como azUcares (azucares o alcoholes de azucar), aminoacidos

y tensioactivos que se utilizan para estabilizar proteinas y moléculas de proteinas de fusién. Sin embargo, la
eleccion de los excipientes al formular una proteina se rige por varios otros factores, como su compatibilidad con
la proteina y otros componentes de la formulacion, el modo (previsto) de administracion y la dosificacién de la
proteina terapéutica, etc. Por lo tanto, el desafio detras el desarrollo de una formulacion implica el cribado y la
seleccién de condiciones de reguladores y excipientes adecuados, incluidas sus concentraciones, para lograr una
formulacion estable. Ademas, también se espera que la formulacién desarrollada sea estable a temperatura
ambiente y sea adecuada para administrarse en forma liofilizada o liquida.

RESUMEN

[0009] La presente invencion describe una formulacién farmacéutica estable de una molécula de proteina de
fusion que comprende regulador, azlUcar, aminoacido y tensioactivo, en donde la proteina de fusién es una
molécula de CTLA4-Ig.
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[0010] En particular, la invencion divulga una formulacion farmacéutica estable de proteina de fusién CTLA4-Ig
que comprende regulador, azlcar, aminodacido y tensioactivo, en donde dicha formulacién contiene opcionalmente
excipientes farmacéuticamente aceptables tales como sales.

[0011] Ademas, la invencion divulga un método para reducir la agregacion y/o la fragmentacion de la proteina de

fusion CTLA4-Ig formulandola en una formulacién que comprende aminoacidos y azUcar. Mas especificamente,
la invencion comprende una formulacion de proteina de fusién CTLA4-lg estabilizada por la combinacion de
histidina y azucar. Esta combinacion de azlcar e histidina imparte estabilidad coloidal a la molécula de proteina
de fusion presente en la formulacion.

[0012] También y particularmente, la formulacion de la invencién esta desprovista de arginina o lisina o glicina o
metionina; o no requiere/incluye ningun otro aminoacido, aparte de la histidina, que se utilizan cominmente como
estabilizadores en la formulacion de proteinas terapéuticas.

[0013] Ademas, la invencion también divulga un método para aumentar la estabilidad de la formulacion de
proteina de fusién CTLA4-lg, que comprende histidina y aztcar, en donde los componentes de histidina y aztcar
también se agregan durante la etapa del proceso, es decir, en particular en la etapa del proceso de filtracion de
flujo tangencial (un paso antes del paso de formulacion). Tal adicién durante el proceso imparte una estabilidad
significativa a la formulacion.

[0014] La proteina de fusibn CTLA4-Ig en dicha formulacion es estable tanto a concentraciones més bajas como
a concentraciones mas altas (de 10 mg/ml a 200 mg/ml) a diversas temperaturas. La formulacién es estable
durante al menos cuatro semanas cuando se almacena a 25 °C, o durante al menos dos semanas a 30 °C, y
contiene menos del 10 % de la molécula de proteina en forma agregada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

[0015] EI término "proteina de fusién" significa una proteina formada fusionando (es decir, uniendo) todo o parte
de dos polipéptidos que no son iguales. Normalmente, las proteinas de fusién se elaboran utilizando técnicas de
ADN recombinante, mediante la uniéon de un extremo a otro de los polinucleétidos que codifican los dos
polipéptidos.

[0016] Los términos "CTLA4-Ig" o "molécula CTLA4-Ig" o "molécula CTLA4Ig" se usan indistintamente y se
refieren a una molécula de proteina que comprende un polipéptido que tiene un dominio extracelular CTLA4 o una
porcion del mismo, y una region constante de inmunoglobulina o una parte del mismo. El dominio extracelular y la
regiéon constante de inmunoglobulina pueden ser de tipo salvaje, mutante o modificado, y de mamifero, incluidos
humanos o ratones. El polipéptido puede comprender ademéas dominios proteicos adicionales. Una molécula de
CTLAA4-Ig también puede referirse a formas multiméricas del polipéptido, como dimeros, tetrameros y hexameros.
Una molécula de CTLA4-Ig también es capaz de unirse a CD80 y/o CD86.

[0017] EI término formulacion "estable” se refiere a la formulacion en donde el anticuerpo que contiene conserva
su estabilidad fisica y/o estabilidad quimica y/o actividad bioldgica, tras el almacenamiento.

[0018] Los pasos de preformulacion se refieren a cualquiera o varios pasos realizados antes de formular la
proteina en un producto terapéutico. Ejemplos de tales pasos incluyen cromatografia, filtracion (ultrafiltracion,
filtracion estéril, nanofiltracion, diafiltracion, filtracion profunda) o cualquier otro paso realizado para concentrar la
proteina o intercambiar el regulador por un regulador diferente/adecuado. Las etapas de filtraciébn mencionadas
en este documento se pueden realizar en un modo de filtracién de flujo tangencial.

[0019] Los estudios de estabilidad proporcionan evidencia de la calidad de un anticuerpo bajo la influencia de
varios factores ambientales durante el transcurso del tiempo. La "Q1A: Prueba de Estabilidad de Nuevos
Productos y Sustancias Farmacologicas" de ICH establece que los datos de los estudios de estabilidad acelerada
se pueden utilizar para evaluar el efecto de las variaciones a corto plazo superiores o inferiores a las condiciones
de almacenamiento de la etiqueta que pueden ocurrir durante el envio de los anticuerpos.

[0020] Se encuentran disponibles diversos métodos analiticos para medir la degradacion fisica y quimica de la
proteina de fusidn en las formulaciones farmacéuticas. Una proteina de fusion "retiene su estabilidad fisica" en
una formulacién farmacéutica si sustancialmente no muestra signos de agregacién, precipitacion y/o
desnaturalizacion tras el examen visual de color y/o claridad, o medido por dispersién de luz UV o cromatografia
de exclusion por tamario. Se dice que una proteina de fusion “retiene su estabilidad quimica” en una formulacion
farmacéutica cuando muestra una formacién minima o nula de variantes de producto que pueden incluir variantes
como resultado de la modificacién quimica de la proteina de fusién, como desaminacion, oxidacion, etc. Pueden
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utilizarse métodos analiticos como la cromatografia de intercambio i6nico y la cromatografia iénica hidr6foba para
investigar las variantes de productos quimicos.

[0021] Las especies de monémero, dimero y de alto peso molecular (HMW) de la molécula CTLA4Ig pueden
separarse mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SET). La SET separa moléculas en funcién del
tamafio molecular. La separacion se logra mediante la exclusion o inclusion molecular diferencial a medida que
las moléculas migran a lo largo de la columna. Por tanto, la resolucién aumenta en funcién de la longitud de la
columna. Para mantener la actividad apropiada de una proteina de fusion, es deseable reducir la formacién de
agregados o fragmentacién (monémero/especies de bajo peso molecular) de productos y, por tanto, controlar el
contenido de dimeros a un valor objetivo. El dimero es la forma principal presente en las proteinas de fusién y
eluye como pico principal en la cromatografia de exclusiéon por tamafio. Las muestras de moléculas de CTLA4Ig
pueden separarse utilizando una HPLC Alliance 2695 (Waters, Milford, Mass.) equipada con columnas TSK Gel®
G3000SWXL (300 mmx7.8 mm) y TSK Gel® G3000SWXL (40 mmx6.0 mm) (Tosoh Bioscience, Montgomery,
Pa.).

[0022] La estabilidad coloidal de una proteina proporciona informacion sobre la interaccion de las moléculas de
las proteinas dentro de si mismas, y entre las moléculas circundantes, en un entorno acuoso. Un indicador o
predictor comun de la estabilidad coloidal de una molécula de proteina en una solucién es el valor del coeficiente
de difusién (ko), medido mediante la técnica de dispersién dinamica de luz (DLS). Cuanto mayor sea el valor del
coeficiente de difusién, mayores seran las fuerzas de repulsién, méas solubilidad y menos formacion de agregados
en la molécula de proteina y, por lo tanto, la proteina presenta estabilidad coloidal. Y la estabilidad coloidal es un
indicador de la solubilidad de las proteinas, la viscosidad, el tipo de agregados de proteinas, etc.

[0023] Los excipientes farmacéuticamente aceptables se refieren a los aditivos o vehiculos que pueden contribuir

a la estabilidad del anticuerpo en la formulacion. Los excipientes pueden incluir estabilizadores y modificadores
de tonicidad. Los ejemplos de estabilizadores y modificadores de la tonicidad incluyen, pero no se limitan a,
azucares, sales, tensioactivos y derivados y combinaciones de los mismos.

[0024] El azucar o los azUcares en la presente incluyen azlcares y alcoholes de azlcar tales como polioles. Los

azucares pueden denominarse monosacaridos, disacéridos y polisacéridos. Los ejemplos de azUlcares incluyen,
pero no se limitan a, sacarosa, trehalosa, glucosa, dextrosa, rafinosa y otros. Los ejemplos de polioles incluyen,
pero no se limitan a, manitol, sorbitol y otros.

Tensioactivo se refiere a excipientes farmacéuticamente aceptables usados para proteger las formulaciones de
proteinas contra diversas condiciones de estrés, como agitacion, cizallamiento, exposicion a altas temperaturas,
etc. Los tensioactivos adecuados incluyen, entre otros, ésteres de acidos grasos polioxietilensorbitan tales como
Tween 20™ o Tween 80™, copolimero de polioxietileno-polioxipropileno (por ejemplo, Poloxamer, Pluronic),
dodecil sulfato de sodio (SDS) y similares o combinaciones de los mismos.

[0026] Ejemplos de sales incluyen, pero no se limitan a, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio,
tiocianato de sodio, tiocianato de amonio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, cloruro de calcio, cloruro de zinc
y/o acetato de sodio.

[0027] Ciertos aspectos y realizaciones especificos de la invencidon se describen mas completamente con
referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos no deben interpretarse como limitantes del
alcance de la invencion de ninguna manera.

Descripcién detallada de las realizaciones

[0028] La presente invencion describe una formulaciéon farmacéutica estable de una proteina de fusion que
comprende regulador, azlcar, aminoacido y tensioactivo.

[0029] En una realizacién, la invencion divulga una formulacién farmacéutica estable de una proteina de fusion
CTLA4-Ig que comprende regulador, azucar, aminoacido y tensioactivo.

[0030] En una realizacion, la invencion divulga una formulacion farmacéutica estable de una proteina de fusién
CTLA4-Ig que comprende regulador, azicar, histidina y tensioactivo, en donde la formulacion también esta
desprovista de arginina o lisina o glicina o prolina o metionina.

[0031] En una realizacién, la invencion divulga una formulacién farmacéutica estable de una proteina de fusion
CTLAA4-lg que comprende regulador, azlcar, histidina y tensioactivo, y en donde la formulacién no requiere ningun
otro aminoéacido que se emplee cominmente para estabilizar una formulacién de proteina terapéutica.

[0032] En cualquiera de las realizaciones anteriores, el azlicar es sacarosa 0 manitol.
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[0033] En las realizaciones antes mencionadas, la concentracion de azlcar presente en la formulaciéon es menor
de aproximadamente 125 mg/ml, preferiblemente aproximadamente 100 mg/ml o aproximadamente 90 mg/ml, o
aproximadamente 80 mg/ml, y la concentracion de aminoacido presente en la formulacion es menos de
aproximadamente 20 mg/ml, preferiblemente menos de 15 mg/ml y més preferiblemente 10 mg/ml.

[0034] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la concentracion de proteina de fusién en
la formulacion es de aproximadamente 10 mg/ml a 200 mg/ml, preferiblemente de 20 mg/ml a 150 mg/ml, mas
preferiblemente de 25 mg/ml a 125 mg/ml.

[0035] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la viscosidad de la formulacién de proteina
de fusion CTLA4-1g es menos de 20 cp, preferiblemente menos de 10 cp, mas preferiblemente menos de 5 cp.

[0036] En cualquiera de las realizaciones de la invencién mencionadas anteriormente, el pH de la formulacion de
proteina de fusién CTLA4-Ig es de 6.0 a 8.0, preferiblemente de 6.5 a 7.5.

[0037] En cualquiera de las realizaciones de la invenciébn mencionadas anteriormente, los azUcares en la
formulacion pueden ser sacarosa, trehalosa, sorbitol 0 manitol o combinaciones de los mismos.

[0038] En las realizaciones mencionadas anteriormente, el regulador mencionado en la formulacion es un
regulador organico, un regulador inorganico y/o combinaciones de los mismos.

[0039] En cualquiera de las formas de realizacién de la invencion mencionadas anteriormente, dicho regulador
organico es un regulador de citrato, regulador de succinato o regulador de acetato.

[0040] En otra realizacion mas de la invencion, el regulador inorgdnico mencionado en la formulacién es un
regulador de fosfato.

[0041] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la formulacién contiene opcionalmente
excipientes farmacéuticamente aceptables tales como sales.

[0042] En una realizacion, la invencion divulga una formulacion farmacéutica estable de proteina de fusion
CTLA4-Ig que comprende regulador de fosfato, azUcar, histidina y tensioactivo, en donde la relacion de la proteina
de fusién a azlcar es 1:0.8 o menor.

[0043] En la realizacién mencionada anteriormente, la relacion de la proteina de fusion al aminoacido es 1:0.1 o
menor.

[0044] En la realizacidbn mencionada anteriormente, la relacion de la proteina de fusion CTLA4-Ig a azlcar a
aminocido (por ejemplo, 1:0.7:0.1) da como resultado una estabilidad comparable de la proteina de fusion, incluso
en condiciones de estrés, a la formulacién CTLA4-Ig que comprende una relaciéon de azdcar mas alta en la
formulacion de proteina de fusion (es decir, la relacion de proteina de fusion a azucar es 1: 1.3 o superior).

[0045] En una realizacién, la invencién divulga una formulacion farmacéutica estable de proteina de fusién
CTLA4-Ig que comprende regulador de fosfato, sacarosa, histidina y tensioactivo.

[0046] En otra realizacion, la invencion divulga una formulacién de proteina de fusion estable que comprende
molécula de proteina de fusion CTLA4-1g, regulador de fosfato, manitol, histidina y tensioactivo.

[0047] En las realizaciones mencionadas anteriormente, dicha formulacion estable contiene menos del 10 % de
la proteina en forma agregada cuando se almacena a 30 °C durante cuatro semanas.

[0048] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la formulacién no requiere arginina o lisina
o glicina o prolina o metionina. Mas especificamente, en cualquiera de las realizaciones mencionadas
anteriormente, la formulacion no requiere ningin otro aminoacido(s), ademas de la histidina.

[0049] En una realizacion, la invencion divulga una formulacion farmacéutica estable de molécula de proteina de
fusion CTLA4-1g que comprende regulador de citrato-fosfato, manitol, histidina y tensioactivo.

[0050] En una realizacion, la invencion divulga una formulacion farmacéutica estable de molécula de proteina de
fusion CTLA4-Ig que comprende 125 mg/ml de proteina de fusion CTLA4-Ig, regulador de fosfato, 75 mg/ml de
manitol, 15 mg/ml de histidina y 8 mg/ml de poloxamero.

[0051] En una realizacién, la invencién divulga una formulacién farmacéutica estable de molécula de proteina de

fusion CTLA4-lg que comprende 125 mg/ml de proteina de fusion CTLA4-Ig, regulador de fosfato, 85 mg/ml de
manitol, 10 mg/ml de histidina y 8 mg/ml de poloxamero.
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[0052] En una realizacion, la invencioén divulga una formulacion farmacéutica estable de molécula de proteina de
fusion CTLA4-Ig que comprende 125 mg/ml de proteina de fusién CTLA4-Ig, regulador de fosfato, 100 mg/ml de
sacarosa, 10 mg/ml de histidina y 8 mg/ml de poloxamero.

[0053] En una realizacién, la invencion divulga un método para obtener una formulacién estable de proteina de
fusion CTLA4-Ig que comprende la adicién de regulador, azlcar, histidina y tensioactivo, y en donde también se
afiaden histidina y azucar a la etapa del proceso de preformulacién de filtracion de flujo tangencial, realizado como
ultrafiltracion [UF] y diafiltraciéon [DF] y ultrafiltracion, cominmente realizado para la concentracion de la proteina
y el intercambio de regulador.

[0054] En otra realizacion, la invencién divulga un método para aumentar la estabilidad de la composiciéon de
proteina de fusion CTLA4-Ig, en donde el método comprende la adicién de histidina y azlcar durante la etapa del
proceso, en particular en la etapa de filtracion de flujo tangencial [realizada como ultrafiltracion (UF) y diafiltracién
(DF) para concentracién de producto e intercambio de regulador]. Mas particularmente, la histidina y el aztcar se
afiaden al regulador usado en la etapa de diafiltracion.

[0055] En otra realizacion mas, la invencién divulga un método para aumentar la estabilidad de la proteina de
fusion CTLA4-Ig que comprende etapas de expresion y purificacion de la proteina de fusion CTLA4-1g; seguido de
concentracion y/o intercambio de regulador de la proteina por UF-DF-UF, en donde el regulador usado en
cualquiera de las etapas de UF-DF-UF incluye histidina y azlcar; y seguido de la formulacién de la proteina en un
regulador que comprende histidina, azicar y tensioactivo; en donde la estabilidad de la proteina aumenta en
comparacién con la formulacién de la proteina que fue procesada por etapas UF-DF-UF sin la inclusion de histidina
y azucar en ninguno de sus reguladores.

[0056] En una realizacion, la invencién divulga un método para preparar una formulacién estable de proteina de
fusiobn CTLA4-Ig de alta concentracion que comprende;

a) obtencién de una molécula de proteina de fusibn CTLA4-lg purificada a partir de una etapa
cromatografica

b) someter la proteina de fusion CTLA4-Ig obtenida en el paso a) a ultrafiltracion [UF] para concentrar la
proteina

c) someter la proteina de fusion CTLA4-Ig concentrada obtenida en el paso b) a diafiltracion usando un
regulador que comprende azucar e histidina y,

d) someter la molécula de proteina de fusion CTLA4-Ig del paso c) a una segunda ultrafiltracién para
obtener una sustancia farmacolégica de proteina de fusién CTLA4-Ig adicional y altamente concentrada, en donde
la concentracion de la formulacion obtenida en el paso d) es de hasta 200 mg/ml y se encuentra como estable
segun lo medido por los estudios de estabilidad estandar.

[0057] Se encuentra que la estabilidad de la molécula de proteina aumenta significativamente en la estabilidad
térmica y coloidal cuando se afiaden componentes de histidina y azicar en la etapa de filtracion de flujo tangencial.
Y la adicién de histidina y aztcar en el paso de UF o DF, da como resultado un producto estable con %HMW
consistentemente menor que 10, incluso después de haber sido sometido a estudios de estabilidad acelerados.

[0058] En la realizacién mencionada anteriormente, la sustancia farmacoldgica obtenida del proceso anterior es
estable y el producto farmacoldgico preparado a partir de la sustancia farmacologica es estable en condiciones de
estabilidad acelerada, en las que la concentracion del producto farmacoldgico es de hasta 140 mg/ml,
preferiblemente 130 mg/ml. La adicion de histidina y azicar durante el paso DF del proceso TFF ayuda a lograr
concentraciones mas altas estables y solubles de la molécula de proteina de fusién CTLA4-1g (hasta ~200 mg/ml)
gue a su vez ayuda en la preparacion de la concentracién deseada del producto farmacéutico a escala comercial.
por técnica de dilucion simple. Esto ademas ahorra tiempo y recursos.

[0059] En las realizaciones antes mencionadas, donde también se afiaden histidina y azUcar a las etapas del
proceso de preformulacion de UF o DF, la proteina formulada contiene menos del 10 % de la proteina en forma
agregada, incluso cuando se almacena a 30 °C durante al menos dos semanas.

[0060] En otra realizacion, la invencién divulga una formulacion de proteina de fusion estable que comprende
molécula de proteina de fusién CTLA4-1g, regulador de fosfato, sacarosa, histidina, cloruro de sodio y tensioactivo.

[0061] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la formulacion carece especificamente de
arginina y/o lisina.

[0062] En una realizacion, la invencién divulga un método para reducir la agregacion en la formulacion de proteina
de fusién CTLA4-Ig (tras el almacenamiento) que comprende la adicién de histidina y azlcar a la formulacion de
proteina de fusion.

[0063] En una realizacién adicional, la invencion divulga un método para inhibir la fragmentacién en la formulacién
de proteina de fusién CTLA4-Ig (tras el almacenamiento) que comprende la adicidn de histidina y azucar a la
formulacion.
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[0064] En otra realizacién, la invencion divulga un método para mantener la estabilidad coloidal de la proteina de
fusion CTLA4-Ig en una formulaciéon que comprende la adicién de histidina y azlcar a la formulacion que contiene
la proteina de fusion.

[0065] En otra realizacion, la invencién divulga un método para reducir la oxidacion de la proteina de fusién
CTLAA4-Ig en una formulacién, en donde el método comprende la adicion de aminoacido y azucar, en donde el
aminodcido es histidina. La combinacion de histidina y azlcar protege de la oxidacion los residuos de metionina
presentes en la molécula de proteina de fusion CTLA4-Ig.

[0067] En dicha realizacién anterior, dicha formulacién estable contiene opcionalmente un antioxidante.

[0068] En cualquiera de las realizaciones anteriores de la invencion, la formulacion estable es una formulacion
liquida/ acuosa y es adecuada y se puede liofilizar como polvos liofilizados. Ademas, la formulacion liofilizada de
la proteina de fusién CTLA4-Ig se puede reconstituir con el diluyente apropiado para lograr la formulacion liquida
adecuada para la administracion.

[0069] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la proteina de fusiéon CTLA4-lg es
abatacept o belatacept.

[0070] En cualquiera de las realizaciones antes mencionadas, el aminoacido histidina afiadido a la formulacién
funciona como estabilizador y no forma parte de un agente regulador.

[0071] En cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la formulaciéon de la proteina de fusién
CTLA4-lg es una formulacion liquida estable (acuosa), que puede usarse para administracion parenteral. La
administracion parenteral incluye la administracion intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular o
cualquier otra ruta de administracion que generalmente se considere que cae dentro del alcance de la
administracion parenteral y como es bien conocido por un experto.

[0072] Las formulaciones divulgadas de la invencion usan cantidades menores de azlcar o alcohol de azucar
para estabilizar la molécula de proteina de fusion terapéutica. Y las formulaciones divulgadas de las formulaciones
de proteina de fusiébn CTLA4-Ig que comprenden regulador, azicar, aminoacido y tensioactivo son estables y
pueden soportar multiples ciclos de congelacion-descongelacion y también estrés inducido por agitacion.

[0073] La formulacion divulgada de la proteina de fusion, CTLA4-Ig, se estabiliza principalmente mediante una
combinacidn de histidina y azlcar y no requiere ningan otro aminoacido como arginina, lisina, prolina, glicina o
metionina, que se utilizan cominmente para estabilizar una formulacion terapéutica. Sorprendentemente, la
adicion de cualquier otro aminoacido o las combinaciones de aminoacidos a la formulaciéon, en efecto,
desestabiliza la proteina. CTLA4-Ig (por ejemplo, abatacept) es una proteina de fusién y de naturaleza dimérica
es una molécula compleja, propensa a la agregacion y oxidacion, sin embargo, se estabiliza inesperadamente
solo por el aminoacido histidina (y azucar).

EJEMPLOS

[0074] La molécula de proteina de fusion CTLA4-lg, abatacept, adecuada para el almacenamiento en la presente
composicién farmacéutica, se produce mediante métodos estandar conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
abatacept se prepara mediante la expresion recombinante de CTLA4 fusionado con la porcién CH2 y CH3 de IgG
humana en una célula huésped de mamifero, como las células de ovario de hamster chino. Ademas, el abatacept
expresado se recolecta y la recoleccién en bruto se somete a etapas estandar del proceso corriente abajo que
incluyen purificacion, filtracion y opcionalmente etapas de dilucion o concentraciéon. Por ejemplo, la cosecha bruta
de abatacept puede purificarse usando técnicas de cromatografia estandar tales como cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico y combinaciones de las mismas. La solucion de abatacept purificada se puede
someter adicionalmente a una o mas etapas de filtracion y la solucion obtenida se somete a mas estudios de
formulacion.

Ejemplo 1: Cribado y seleccién de regulador adecuado para formular abatacept

[0075] Para seleccionar reguladores adecuados para estabilizar abatacept, se prepararon diversos reguladores.
Se intercambiaron 40 mg/ml de abatacept en un fondo de regulador de fosfato obtenido del proceso cromatografico
corriente abajo y se diluyeron a 25 mg/ml en los respectivos fondos de regulador diferentes. Los detalles de las
formulaciones se dan en la Tabla 1.

[0076] Todas las formulaciones de abatacept se sometieron a estudios de estabilidad acelerados a 25 °C y 40 °C
durante cuatro semanas. Posteriormente, las muestras se analizaron en busca de especies de alto peso molecular
(HMW) y especies de bajo peso molecular (LMW) [los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3] mediante



cromatografia de exclusion por tamafio (SET) y también se verifico el cambio de pH [Tabla 4] e inspeccion visual

[Tabla 5].
[0077] Tabla 1: Composiciones de diversas formulaciones de abatacept en diferentes reguladores segun el
ejemplo 1
Nombre de Composicion
Muestra
Aba-IV-1 Abatacept 25 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, pH 7.2
Aba- IV-2 Abatacept 25 mg/ml, regulador de histidina 20 mM, pH 7.1
Aba- IV-3 Abatacept 25 mg/ml, regulador de citrato 20 mM, pH 7.1
Aba- IV-4 Abatacept 25 mg/ml, regulador de histidina-fosfato 20 mM, pH 7.1
Aba- IV-5 Abatacept 25 mg/ml, regulador de succinato 20 mM, pH 7.1
Aba -1V-6 Abatacept 25 mg/ml, regulador de acetato de sodio 20 mM, pH 7.2

[0078] Tabla 2: Datos SEC de formulaciones de abatacept (25 mg/ml) preparadas segun el ejemplo 1

Especies de Alto Peso Molecular (HMW)

Nombre | TO 40 °C 25 °C

de 1S 4S 2S 4S

muestra | 0S 2S A A A A
2S 4S 2S 4S

Aba-IV-1 | 26.7 34.9 37.4 40.4 10.7 13.7 20.1 29.7 2.4 3.0
Aba- IV-2 | 26.2 75.9 77.7 55.8 515 29.6 28.2 28.6 2.1 24
Aba- IV-3 | 27.3 41.7 41.2 40.4 13.9 13.1 325 325 5.2 5.2
Aba- IV-4 | 27.0 64.1 50.9 42.8 23.9 15.8 30.2 30.9 3.2 3.9
Aba- IV-5 | 27.3 514 43.0 39.0 15.7 11.7 29.3 29.1 2.0 1.8
Aba -IV-6 | 26.8 35.2 37.3 35.4 10.5 8.6 28.7 29.8 1.9 3.0

10 S indica semanas, TO: indica un punto de tiempo "cero", A (delta) indica un cambio en un valor desde el punto de
tiempo cero hasta un punto de tiempo especificado

[0079] Tabla 3: Datos SEC de formulaciones de abatacept (25 mg/ml) preparadas segun el ejemplo 1

Nombre Especies de Bajo Peso Molecular (LMW)
de T0 40 °C 25°C
muestra
0s 1S 2S 4S A A 28 4S A A
2s 4S 2S 4S

Aba-IV-1 | 0.0 0.3 0.3 0.6 0.3 0.6 0.1 0.3 0.1 0.3
Aba- IV-2 | 0.0 0.1 0.2 3.4 0.2 3.4 0.0 0.0 0.0 0.0
Aba-1V-3 | 0.0 0.6 13 0.8 13 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0
Aba-1V-4 | 0.0 0.4 3.7 7.1 3.7 7.1 0.1 0.0 0.1 0.0
Aba-1V-5 | 0.0 0.5 2.6 1.7 2.6 1.7 8.0 9.8 8.0 9.8
Aba -IV-6 | 0.0 0.2 0.3 3.6 0.3 3.6 0.2 0.6 0.2 0.6

15

S indica semanas, TO: indica un punto de tiempo "cero", A (delta) indica un cambio en un valor desde el punto de
tiempo cero hasta un punto de tiempo especificado

[0080] Tabla 4: pH de las formulaciones de abatacept (25 mg/ml) preparadas segun el ejemplo 1 a 40 °C y 25 °C

pH
Nombre de TO 40 °C 25°C
muestra A pH ApH
0S 4S 4S

Aba-IV-1 7.1 7.3 0.2 7.3 0.2
Aba- V-2 6.8 8.1 1.3 6.7 0.1
Aba- V-3 7.1 8.5 1.4 8.6 1.5
Aba- V-4 6.8 7.9 1.1 8.0 1.2
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Aba- IV-5

6.9

8.6

1.7 8.6

1.7

Aba -IV-6

7.3

7.5

0.2 7.4

0.1

S indica semanas, T0-indica un punto de tiempo “cero”, A (delta) indica un cambio en un valor desde el punto de

tiempo cero hasta un punto de tiempo especificado

[0081] Tabla 5: Datos de inspeccion visual de formulaciones de abatacept (25 mg/ml) preparadas segun el

ejemplo 1
Nombre de Inspeccion Visual
Muestra T0 40 °C 25°C
0S 2S 4s 2S 4s
Aba-1V-1 Claro Claro Claro Claro Claro
Aba- IV-2 Claro Claro Claro Claro Claro
Aba- IV-3 Claro Ligeramente Ligeramente | opalescente | opalescente
opalescente opalescente
Aba- IV-4 Claro opalescente opalescente | opalescente | opalescente
Aba- V-5 Claro opalescente opalescente | opalescente | opalescente
Aba -1V-6 Claro Claro Ligeramente | Claro Claro
opalescente

S indica semanas, TO-indica punto de tiempo "cero”

Ejemplo 2: Formulaciones de abatacept de alta concentracion (~125 mg/ml) en presencia de azlucar(s) y
aminoacido(s)

[0082] Aproximadamente 120 mg/ml de abatacept en un fondo de regulador de fosfato obtenido del paso de
filtracion de flujo tangencial (TFF) del proceso corriente abajo se intercambi6 regulador en un fondo de regulador
respectivo. Posteriormente, se agregaron diversos excipientes como azucares y aminoacidos a las formulaciones
de abatacept de alta concentracion en diferentes combinaciones y concentraciones. Los detalles de las
formulaciones se dan en la Tabla 6. La formulacion subcutdnea de abatacept aprobada por la FDA contiene
regulador de fosfato, 170 mg/ml de sacarosa y poloxamero. Por lo tanto, para mantener un patrén de referencia,
se afladieron a la formulacién hasta ~ 120 mg/ml de abatacept interno en un fondo de regulador de fosfato, 170
mg/ml de sacarosa y 8 mg/ml de poloxamero.

[0083] Todas las formulaciones de abatacept de alta concentracion se sometieron a estudios de estabilidad
acelerados a 30 °C durante cuatro semanas. Posteriormente, las muestras se analizaron para especies de alto
peso molecular (HMW) [los resultados se muestran en la Tabla 7] usando cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC) y también se verificaron los cambios en el pH [Tabla 8] y la inspeccién visual [Tabla 9].

[0084] Tabla 6: Composiciones de varias formulaciones de abatacept de alta concentracion (~ 120 mg/ml)
preparadas segun el ejemplo 2

Nombre de Composicién

muestra

Aba-Ref Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 8 mM, 170 mg/ml de sacarosa, poloxamero
8 mg/ml pH 6.8-7.2

Aba-SC-1 Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de sacarosa, 5 mg/ml
de lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-2 Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml
de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de poloxdmero, pH
7.2

Aba-SC-3 Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml
de glicina, 10 mg/ml de arginina, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-4 Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml
de histidina, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2




Aba-SC-5

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de manitol, 5 mg/ml de
lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-6

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de trehalosa, 5 mg/ml
de lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-7

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 125 mg/ml de sorbitol, 5 mg/ml de
lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-8

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 115 mg/ml de sorbitol, 5 mg/ml de
lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-9

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 115 mg/ml de manitol, 5 mg/ml de
lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-10

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato 10 mM, 100 mg/ml de sacarosa, 5 mg/ml
de lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-11

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato-citrato 20 mM, 125 mg/ml de sacarosa, 5
mg/ml de lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8
mg/ml de poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-12

Abatacept 120 mg/ml, regulador de fosfato-citrato 20 mM, 125 mg/ml de manitol, 5
mg/ml de lisina, 10 mg/ml de glicina, 10 mg/ml de arginina, 10 mg/ml de histidina, 8
mg/ml de poloxamero, pH 7.2

[0085] Tabla 7: Datos SEC de formulaciones de abatacept de alta concentracion (~120 mg/ml) preparadas segun

el ejemplo 2

Nombre de Especies de alto peso molecular (HMW) a 30 °C
muestra

A4S

0S 1S 2s 4S A2S

Aba-Ref 1.4 19.6 37.6 NM 36.2 -
Aba-SC-1 24 5.8 17.3 344 14.9 32.0
Aba-SC-2 2.4 7.0 15.2 30.0 12.8 27.6
Aba-SC-3 2.4 54 23.6 41.2 21.2 38.8
Aba-SC-4 25 4.7 6.9 10.3 4.4 7.9
Aba-SC-5 2.4 4.7 10.7 30.2 8.3 27.7
Aba-SC-6 24 13.3 28.1 39.7 25.7 37.3
Aba-SC-7 24 6.5 12.5 24.5 10.1 22.1
Aba-SC-8 2.3 4.6 14.8 27.3 12.5 25.0
Aba-SC-9 2.4 7.4 23.3 32.3 20.8 29.9
Aba-SC-10 24 5.3 7.9 18.5 55 16.2
Aba-SC-11 24 6.0 12.3 26.3 9.9 23.9
Aba-SC-12 25 5.2 11.3 23.1 8.8 20.6

S indica semanas; NM-no medido porque la muestra se volvié completamente turbia,
A (delta) indica el cambio en un valor desde el punto de tiempo cero hasta un punto de tiempo especificado

10 [0086] Tabla 8: pH de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas como en el ejemplo 2 a 30
°C

Nombre de pHa30°C
Muestra
A pH
0S 4S
Aba-Ref 6.9 55 -1.4
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Aba-SC-1 7.1 6.2 -1.1
Aba-SC-2 7.1 7.7 0.6
Aba-SC-3 6.6 6.4 -0.2
Aba-SC-4 7.1 7.0 -0.1
Aba-SC-5 7.1 7.7 0.6
Aba-SC-6 7.1 6.0 -1.1
Aba-SC-7 7.2 6.4 -0.8
Aba-SC-8 7.1 6.3 -0.8
Aba-SC-9 7.2 6.0 -1.2
Aba-SC-10 7.2 6.1 -1.1
Aba-SC-11 7.2 7.9 0.7
Aba-SC-12 7.2 6.5 -0.7

S indica semanas; A (delta) indica el cambio en un valor desde el punto de tiempo cero hasta un punto de tiempo

especificado

[0087] Tabla 9: Datos de inspeccién visual de formulaciones de abatacept (25 mg/ml) preparadas segun el

ejemplo 2

Nombre de muestra | Inspeccién Visual 30 °C
0S 2S 4S

Aba-Ref Claro Opalescente Tarbido
Aba-SC-1 Claro Opalescente Opalescente
Aba-SC-2 Claro Opalescente Claro
Aba-SC-3 Claro Claro Opalescente
Aba-SC-4 Claro Opalescente Claro
Aba-SC-5 Claro Claro Claro
Aba-SC-6 Claro Opalescente Opalescente
Aba-SC-7 Claro Claro Opalescente
Aba-SC-8 Claro Opalescente Opalescente
Aba-SC-9 Claro Opalescente Opalescente
Aba-SC-10 Claro Claro Opalescente
Aba-SC-11 Claro Claro Claro
Aba-SC-12 Claro Opalescente Opalescente

S indica semanas

Ejemplo 3: Formulaciones de abatacept de alta concentracién (~125 mg/ml)

[0088] Se intercambid regulador a aproximadamente 120 mg/ml de abatacept en un fondo de regulador de fosfato

obtenido de la etapa de filtracion de flujo tangencial (TFF) del proceso corriente abajo en un fondo de regulador
respectivo. Posteriormente, se agregaron varios excipientes como azucares, aminoacidos y cloruro de sodio a las
formulaciones de abatacept de alta concentracién en diferentes combinaciones y concentraciones. Los detalles
de las formulaciones se dan en la Tabla 10. La formulacién subcutanea de abatacept aprobada por la FDA contiene
regulador de fosfato, 170 mg/ml de sacarosa y poloxamero. Por lo tanto, para mantener un patrén de referencia,
se afiadieron a la formulacién hasta ~ 120 mg/ml de abatacept propio en un fondo de regulador de fosfato, 170
mg/ml de sacarosa y 8 mg/ml de poloxamero.

10



[0089] Todas las formulaciones de abatacept de alta concentracion se sometieron a estudios de estabilidad

acelerados a 30 °C durante dos semanas. Posteriormente, las muestras se analizaron en busca de especies de

alto peso molecular (HMW) y forma de dimero activo [los resultados se muestran en la Tabla 11] utilizando

cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) y también se verificaron los cambios en el pH [Tabla 12] y la
5 inspeccion visual [Tabla 13].

[0090] También se comprobé la dispersién de luz de las muestras de proteinas a 333 nm utilizando nanogotas y
los resultados se representan en la Tabla 14.

[0091] Tabla 10: Composiciones de diversas formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas segin

el ejemplo 3
10
Composicién
Nombre de
muestra
Aba-Ref 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 170 mg/ml de sacarosa, 8 mg/ml de
poloxamero pH 6.8-7.2
Aba-SC-13 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 10 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxéamero, pH 7.2
Aba-SC-14 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 15 mg/ml de histidina, 8 mg/ml de
poloxamero, pH 7.2
Aba-SC-15 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 10 mg/ml de arginina, 8 mg/ml de
poloxédmero, pH 7.2
Aba-SC-16 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 10 mg/ml de histidina, 10 mg/ml de
arginina, 10 mM de NaCl, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2
Aba-SC-17
120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 125 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de
histidina, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2
Aba-SC-18 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 125 mg/ml de sacarosa, 15 mg/ml de
histidina, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2
Aba-SC-19 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 125 mg/ml de sacarosa 10 mg/ml de
histidina, 10 mg/ml de arginina, NaCl 10 mM, 8 mg/ml de poloxédmero, pH 7.2
Aba-SC-20 120 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato, 125 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de
histidina, NaCl 10 mM, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-21 120 mg/ml de Abatacept, regulador de citrato-fosfato, 125 mg/ml de manitol, 10 mg/mi
de histidina, 8 mg/ml de poloxdmero, pH 7.2
[0092] Tabla 11: Datos SEC del contenido de dimeros de las formulaciones de abatacept (~120 mg/ml)
preparadas segun el ejemplo 3
Nombre de Contenido de dimero a | Especies de alto peso | Especies de bajo peso
Muestra 30°C molecular a 30 °C molecular a 30°C
0S 2S 2S
1S 0s 1S 2S 0Ss 1S
Aba-Ref 97.8 92.9 88.7 2.2 7.1 11.0 0.0 0.0 0.3
Aba-SC-13 97.6 84.8 75.2 24 15.2 24.8 0.0 0.0 0.0
Aba-SC-14 97.7 85.6 68.2 2.3 14.4 31.7 0.0 0.0 0.2
Aba-SC-15 97.6 89.2 713 2.3 13.0 28.6 0.0 0.0 0.2
Aba-SC-16 97.6 83.0 74.8 2.4 17.0 25.2 0.0 0.0 0.0
Aba-SC-17 97.6 92.4 86.8 24 7.6 13.2 0.0 0.0 0.0
Aba-SC-18 97.7 92.6 88.2 2.3 7.4 11.8 0.0 0.0 0.0
Aba-SC-19 97.7 89.7 79.7 2.3 10.3 20.1 0.0 0.0 0.2
Aba-SC-20 97.8 91.6 85.1 2.2 8.4 14.9 0.0 0.0 0.0
Aba-SC-21 97.7 94.4 92.6 2.3 5.6 7.5 0.0 0.0 0.0
15

S indica semanas

11



[0093] Tabla 12: pH de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas segin el ejemplo 3 a 30 °C

Nombre de pHa30°C
muestra
AA pH a 2S
0S 1S 2S

Aba-Ref 7.0 6.8 6.8 -0.2
Aba-SC-13 7.3 7.1 7.2 -0.1
Aba-SC-14 7.4 7.2 7.2 -0.2
Aba-SC-15 6.9 6.8 6.8 -0.1
Aba-SC-16 7.3 7.2 7.2 -0.1
Aba-SC-17 7.3 7.1 7.1 -0.2
Aba-SC-18 7.4 7.2 7.2 -0.2
Aba-SC-19 7.3 7.4 8.0 0.6
Aba-SC-20 7.4 7.2 7.3 -0.1
Aba-SC-21 7.5 7.4 7.4 -0.1

S indica semanas; (delta) indica el cambio en un valor desde el punto de tiempo cero hasta un punto de tiempo
5  especificado

[0094] Tabla 13: Datos de inspeccion visual de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas
como en el ejemplo 3 a 30 °C

Nombre de Inspeccioén Visual 30 °C
Muestra
0S 1S 2S

Aba-Ref Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-13 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-14 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-15 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-16 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-17 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-18 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-19 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-20 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro
Aba-SC-21 Claro, incoloro Claro, incoloro Claro, incoloro

[0095] Tabla 14: Datos de dispersion de luz a 333 nm (A333) de formulaciones de abatacept de alta
concentracion preparadas como en el ejemplo 3 a 30 °C

Nombre de Datos de dispersion de luz a 30 °C
Muestra

0Ss 1S 1S
Aba-Ref 0.1 0.1 0.2
Aba-SC-13 0.0 0.2 0.4
Aba-SC-14 0.0 0.2 0.1
Aba-SC-15 0.0 0.1 0.0
Aba-SC-16 0.1 0.1 0.0
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Aba-SC-17 0.0 0.1 0.1
Aba-SC-18 0.0 0.1 0.3
Aba-SC-19 0.0 0.1 0.3
Aba-SC-20 0.1 0.1 0.0
Aba-SC-21 0.1 0.1 0.0

Ejemplo 4: Adicidn de excipientes durante la etapa de filtracion de Flujo tangencial (TFF) para la estabilidad
de proteinas de fusion CTLA4-Ig de alta concentracion

[0096] En los ejemplos 2 y 3, el abatacept purificado obtenido de la etapa cromatogréafica corriente abajo se
intercambi6 adicionalmente de regulador en regulador de fosfato y se concentr6 mediante filtracion de flujo
tangencial (TFF), realizada como una serie de etapas de ultrafiltracion, diafiltracion y ultrafiltracion. Posteriormente,
se agregaron excipientes a la formulacion. Sin embargo, a diferencia de esta estrategia convencional, se
incorporaron diversos azlcares como sacarosa y manitol y aminoacidos como histidina y glicina durante la propia
TFF (es decir, antes del paso de formulacion o antes de formular la proteina como producto farmacéutico). Se
sometié a ultrafiltracion una concentracion de 8-15 mg/ml de proteina de fusién de abatacept en regulador de
acetato obtenido de la etapa cromatografica para concentrar hasta 60 mg/ml. Posteriormente, las muestras se
sometieron a diafiltraciébn en donde el medio de diafiltracion contenia regulador de fosfato (regulador de
formulacion) con excipientes como azlcares y aminoacido(s), y en otro experimento separado, el medio de
diafiltracién sin azdcar y aminoacido(s) se experiment6 con el regulador de fosfato. Después de la diafiltracion,
las muestras se sometieron a una segunda ultrafiltracién para concentrar hasta 180 mg/ml a 200 mg/ml. Se
encontrd que estas muestras de alta concentracion eran estables sin particulas/agregados visibles. Las muestras
altamente concentradas se diluyeron adicionalmente a 125 mg/ml y se afiadieron algunos de los excipientes tales
como azucares, tensioactivo y opcionalmente aminoacidos tales como glicina para preparar una formulacion final.
Se afiadieron 8 mg/ml de poloxamero a todas las formulaciones finales. Los detalles de las formulaciones se dan
enlaTabla 15. Todas las muestras se sometieron a estudios de estabilidad acelerados a 30 °C durante 2 semanas.
Las muestras se analizaron en busca de especies de alto peso molecular (HMW) y forma de dimero activo [los
resultados se muestran en la Tabla 16] usando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y también se verifico
el cambio de pH [Tabla 17] y la inspeccion visual [Tabla 18].

[0097] Tabla 15: Composiciones de diversas formulaciones de abatacept de alta concentracién preparadas segun
el ejemplo 4

Nombre de Composicién del regulador de | Composicion de laformulacion después de TFF
muestra formulacién durante TFF
Aba-SC-22 Regulador de fosfato 20 mM 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mM, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-23 Regulador de fosfato 20 mM y 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de sacarosa mM, sacarosa 170 mg/ml, poloxamero 8 mg/ml, pH
7.2
Aba-SC-24 Regulador de fosfato 20 mM vy | 125 mg/ml de abatacept, regulador de fosfato 20
sacarosa 170 mg/ml mM, sacarosa 170 mg/ml, poloxamero 8 mg/ml, pH
7.2
Aba-SC-25 Regulador de fosfato 20 mM y 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de sacarosa mM, sacarosa 100 mg/ml, lisina 10 mg/ml, NaCl 0.58
mg /ml, poloxdmero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-26 Regulador de fosfato 20 mM, 100 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de | mM, sacarosa 100 mg/ml, histidina 10 mg/ml,
histidina poloxadmero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-27 Regulador de fosfato 20 mM, 100 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de | mM, sacarosa 100 mg/ml, histidina 10 mg/ml, glicina
histidina, 10 mg/ml de glicina 10 mg/ml, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
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Aba-SC-28

Regulador de fosfato 20 mM, 100
mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de
histidina, 10 mg/ml de glicina

125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mM, 100 mg/ml de sacarosa, 10 mg/ml de histidina,
10 mg/ml de glicina, 8 mg/ml de poloxamero, 0.58
mg/ml de NacCl, pH 7.2

Aba-SC-29 Regulador de fosfato 20 mM, 75 mg/ | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
ml de manitol mM, 75 mg/ml de manitol, 6.6 mg/ml de sulfato de
amonio, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2
Aba-SC-30 Regulador de fosfato 20 mM, 75 mg/ | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
ml de manitol mM, 75 mg/ml de manitol, 10 mg/ml de histidina, 6.6
mg/ml de sulfato de amonio, 8 mg/ml de poloxamero,
pH 7.2
Aba-SC-31 Regulador de fosfato 20 mM, 75 mg/ | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
ml de manitol mM, manitol 100 mg/ml, histidina 15 mg/ml,
poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-32 Regulador de fosfato 20 mM, 75 mg/ | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
ml de manitol mM, manitol 100 mg/ml, lisina 10 mg/ml, poloxamero
8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-33 Regulador de fosfato 20 mM, 75 mg/ | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
ml de manitol mM, manitol 100 mg/ml, glicina 10 mg/ml,
poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-34 Regulador de fosfato 20 mM; 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, manitol 75 mg/ml, histidina 10 mg/ml,
histidina poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-35 Regulador de fosfato 20 mM; 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 15 mg/ml de | mM, manitol 75 mg/ml, histidina 15 mg/ml,
histidina poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-36 Regulador de fosfato 20 mM; 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, manitol 75 mg/ml, histidina 10 mg/ml, glicina 5
histidina mg/ ml, poloxdmero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-37 Regulador de fosfato 20 mM; 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 15 mg/ml de | mM, manitol 75 mg/ml, histidina 15 mg/ml, glicina 5
histidina mg/ ml, poloxdmero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-38 Regulador de fosfato 20 mM; 85 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, manitol 85 mg/ml, histidina 10 mg/ml,
histidina poloxadmero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-39 Regulador de fosfato 20 mM; 85 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, manitol 85 mg/ml, histidina 10 mg/ml, glicina 5
histidina mg/ ml, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-40 Regulador de fosfato 20 mM; 85 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20

mg/ml de manitol, 15 mg/ml de
histidina

mM, manitol 85 mg/ml,
poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2

histidina 15 mg/ml,
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Aba-SC-41 Regulador de fosfato 20 mM, 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, 75 mg/ml de manitol, 15 mg/ml de histidina, 10

histidina mg/ml de prolina, 8 mg/ml de poloxamero, pH 7.2

Aba-SC-42 Regulador de fosfato 20 mM, 75 | 125 mg/ml de Abatacept, regulador de fosfato 20
mg/ml de manitol, 10 mg/ml de | mM, manitol 75 mg/ml, histidina 10 mg/ml, prolina 10
histidina mg /ml, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2

[0098] Tabla 16: Datos SEC de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas segun el ejemplo

4
Nombre de Contenido de Especies de bajo
Muestra dimero a30°C Especies de alto peso molecular a

peso molecular a 30°C
30°C

0S 2S 0S 2S 2S 28
Aba-SC-22 98.6 59.7 1.4 37.6 0 2.7
Aba-SC-23 98.6 87.6 1.4 12.4 0 0
Aba-SC-24 98.9 94.3 1.1 5.7 0 0
Aba-SC-25 98.7 75.8 1.3 24.2 0 0
Aba-SC-26 98.9 91.8 1.1 8.2 0 0
Aba-SC-27 98.9 92.4 1.1 7.6 0 0
Aba-SC-28 98.8 92.2 1.2 7.8 0 0
Aba-SC-29 98.2 87.3 1.8 12.6 0 0.1
Aba-SC-30 98.3 89.2 1.7 10.6 0 0.1
Aba-SC-31 98.9 89.4 1.1 10.6 0 0
Aba-SC-32 98.9 84.3 1.1 15.7 0 0
Aba-SC-33 98.9 88.2 1.2 11.9 0 0
Aba-SC-34 98.8 91.2 1.2 8.8 0 0
Aba-SC-35 98.9 92.0 1.1 8.1 0 0
Aba-SC-36 98.8 91.7 1.2 8.3 0 0
Aba-SC-37 98.9 92.4 1.1 7.6 0 0
Aba-SC-38 98.9 91.7 1.1 8.3 0 0
Aba-SC-39 98.9 92.0 1.1 8.0 0 0
Aba-SC-40 98.8 92.3 1.2 7.7 0 0
Aba-SC-41 99.0 93.0 1.0 7.0 0 0
Aba-SC-42 99.0 87.5 1.0 12.5 0 0

5  Sindica semanas

[0099] Tabla 17: pH de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas segun el ejemplo 4 a 30 °C

Nombre de pH a 30°C
Muestra
A pH
0S 2S
Aba-SC-22 6.9 6.1 -0.8
Aba-SC-23 7.0 6.9 -0.1
Aba-SC-24 7.1 7.2 0.1
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Aba-SC-25 6.8 6.8 0
Aba-SC-26 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-27 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-28 7.0 7.0 0
Aba-SC-29 NP NP -
Aba-SC-30 NP NP -
Aba-SC-31 7.4 7.3 -0.1
Aba-SC-32 6.8 6.8 0
Aba-SC-33 7.0 6.9 -0.1
Aba-SC-34 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-35 7.1 7.2 0.1
Aba-SC-36 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-37 7.1 7.2 0.1
Aba-SC-38 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-39 7.0 7.1 0.1
Aba-SC-40 7.1 7.2 0.1
Aba-SC-41 7.4 7.4 0
Aba-SC-42 7.3 7.2 -0.1

S indica semanas; NP- No probado debido a la restriccion de la muestra; A (delta) indica el cambio en un valor

desde el punto de tiempo cero hasta un punto de tiempo especificado

[0100] Tabla 18: Datos de inspeccion visual de formulaciones de abatacept de alta concentracion preparadas

segun el ejemplo 4 a 30 °C

Nombre de Muestra

Inspeccién Visual a 30 °C

Claro, incoloro, sin particulas visibles

0S 2S
Aba-SC-22 Claro Turbio
Aba-SC-23

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-24

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-25

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-26

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-27

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-28

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-29

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-30 Claro Opalescente
Aba-SC-31

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-32

Claro, incoloro, sin particulas visibles Claro, incoloro, sin particulas visibles
Aba-SC-33

Claro, incoloro, sin particulas visibles
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Aba-SC-34

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-35

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-36

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-37

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-38

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-39

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-40

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-41

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Aba-SC-42

Claro, incoloro, sin particulas visibles

Claro, incoloro, sin particulas visibles

S indica semanas;

[0101] La viscosidad de algunas de las formulaciones de abatacept preparadas como en el ejemplo 4 se midi6

usando un viscosimetro m-VROC®. Los resultados se dan en la Tabla 19.

5 [0102] Tabla 19: Viscosidad de formulaciones de abatacept de alta concentracion
Nombre de Muestra Viscosidad (mPa/S)
Aba-SC-24 10.9
Aba-SC-26 9.2
Aba-SC-34 9.0
Aba-SC-38 9.0

[0103] Alternativamente, se afiadié el aminoacido metionina a la formulacion de abatacept de combinacion de
histidina y azulcar y se evalué su efecto sobre la estabilidad. Las muestras (con y sin metionina en la formulacién)
se sometieron a estudios de estabilidad acelerados a 30 °C durante una semana. Las muestras se analizaron en
10 busca de especies de alto peso molecular (HMW) y forma de dimero activo [los resultados se muestran en la Tabla
20] usando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC).

[0104] Tabla 20: Datos SEC de formulaciones de abatacept preparadas con y sin metionina

Nombre de Composicién Contenido de Especies de alto peso
Muestra dimero a 30 °C molecular a 30 °C
W TW oOW TW
Aba-SC-38 125 mg/ml de abatacept, regulador de | 1.3 5.0 98.7 95.0
fosfato 20 mM, manitol 85 mg/ml, histidina
10 mg/ml, poloxamero 8 mg/ml, pH 7.2
Aba-SC-43 125 mg/ml de abatacept, regulador de | 1.4 4.9 98.6 95.1
fosfato 20 mM, manitol 85 mg/ml, histidina
10 mg/ml, metionina 10 mM, poloxamero 8
mg/ml, pH 7.2

15  Sindica semanas
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Ejemplo 5: Datos de estabilidad a largo plazo de formulaciones de abatacept de alta concentracion

[0105] De los experimentos anteriores, es evidente que la adicion de azlcar y aminoéacido/(s) durante TFF juega
un papel significativo en la estabilizacion del abatacept. Por tanto, se siguieron observando algunas de las
formulaciones del experimento anterior hasta 4 semanas a 30°C. Las muestras se analizaron en busca de especies
de alto peso molecular (HMW) y forma de dimero activo [los resultados se muestran en la Tabla 21 usando
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC)].

[0106] Tabla 21: Datos de SEC de formulaciones de abatacept de alta concentracién preparadas segun el ejemplo
4 a 30 °C durante cuatro semanas.

Nombre de Contenido de Especies de alto peso Especies de bajo peso
Muestra dimero a30°C molecular a 30 °C molecular a 30 °C
4S 0S
0S 0S 0S 0S

Aba-SC-34 98.8 85.9 1.2 14.1 0 0
Aba-SC-35 98.9 87.0 1.1 13.0 0 0
Aba-SC-36 98.8 86.7 1.2 13.3 0 0
Aba-SC-37 98.9 87.9 11 12.1 0 0
Aba-SC-38 98.9 86.7 1.1 13.3 0 0
Aba-SC-39 98.9 87.1 11 13.0 0 0
Aba-SC-40 98.8 87.6 1.2 12.4 0 0

S indica semanas;

[0107] Formulaciones de abatacept (A' (125 mg/ml de abatacept, 100 mg/ml de sacarosa, 15 mg/ml de histidina,
10 mg/ ml de glicina y 8 mg/ml de polaxamero) y B' (125 mg/ml de abatacept, 75 mg/ml de manitol, 15 mg/ml de
histidina, 10 mg/ml de glicina'y 8 mg/ml de polaxamero) se sometieron a estudios de estabilidad acelerados a 30
°C durante cuatro semanas, después de lo cual se realizé un ensayo basado en el ligando del receptor CD28 para
demostrar y probar que la formulacién estable de abatacept es funcionalmente activa. Se encontrdé que las
formulaciones eran funcionalmente activas y exhibian 90.7 % de potencia (A') y 93.6 % de potencia (B').

Ejemplo 6: Evaluacion de la oxidacion de formulaciones de abatacept de alta concentracion

[0108] Algunas de las formulaciones de proteinas de fusion de abatacept preparadas segun el ejemplo 4 se
sometieron a espectrometria de masas para comprender la eficacia de los excipientes en los sitios de oxidacion
de abatacept. La proteina de fusiébn de abatacept contiene siete residuos de metionina. Algunas de las
formulaciones de Abatacept que contienen azlcar y aminoécidos del ejemplo 4, que se sometieron a estudios de
estabilidad acelerados hasta cuatro semanas a 30 °C durante cuatro semanas recolectadas en el punto de tiempo
"0" y cuatro semanas. Las formulaciones de abatacpet recolectadas en el punto de tiempo de la semana '0'y '4' a
30 °C se sometieron a desnaturalizacién usando un regulador (clorhidrato de guanidina 8.2 M, EDTA 1 mM y Tris
0.1 M, pH 7.5), y se redujeron usando Ditiotreitol 10 mM y alquilado usando yodoacetamida. Las muestras
alquiladas se sometieron a una columna PD-10 para eliminar el regulador de digestion. Las fracciones de proteina
obtenidas de la columna PD-10 se trataron con tripsina y N-Glycanse a 37 °C durante la noche. Los fragmentos
de péptidos obtenidos de la etapa anterior se sometieron a espectrometria de masas para comprender el efecto
de los excipientes en los sitios oxidados de abatacept. El resultado del estudio se da en la Tabla 22 y el % de
oxidacion demuestra que los residuos de metionina estan protegidos de la oxidacion.

[0109] Tabla 22: Porcentaje de oxidacién de metionina en formulaciones de abatacept almacenadas a 30 °C

Nombre de Muestra % De metionina oxidada % De metionina oxidada promedio
promedio en TO a 30 °C durante 4 semanas

Aba-SC-24 5.7 55

Aba-SC-27 6.6 5.6

Aba-SC-37 4.9 7.6

TO-indica el punto de datos en el punto de tiempo "0".
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