FORMULACION DE ANTICUERPOS ESTABLE

DERECHOS DE LICENCIA DEL GOBIERNO
Esta invencidn se realiz6 con apoyo del Gobierno en virtud del Acuerdo
HHS0100201500013C y HHS0100201700016C, otorgado por el Departamento de

Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos. El gobierno tiene ciertos

derechos sobre la invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS

Una copia oficial del listado de secuencias se presenta simultaneamente con la

memoria descriptiva de forma electronica a través de EFS-Web como un listado
de secuencias con formato ASCIl con un nombre de archivo
“10668WO001_Sequence_Listing_ST25.ixt”, una fecha de creacién del 22 de
enero de 2021, y un tamafo de aproximadamente 36 KB. El listado de secuencias
contenido en este documento con formato ASCIl es parte de la memoria

descriptiva y se incorpora en la presente a modo de referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere al campo de formulaciones de anticuerpos

terapéuticos. Mas especificamente, la presente divulgacion se refiere al campo de
formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o mas anticuerpos humanos

que se unen especificamente al virus del Ebola (EBOV).

ANTECEDENTES

Las macromoléculas terapéuticas (por ejemplo, anticuerpos) deben formularse de

manera que no solo hagan que las moléculas sean adecuadas para la
administracidon a los pacientes, sino que también mantengan su estabilidad
durante el almacenamiento y el uso subsecuente. Por ejemplo, los anticuerpos
terapéuticos en solucion liquida tienden a la degradacion, agregacion o
modificaciones quimicas no deseadas a menos que la solucion se formule
adecuadamente. La estabilidad de un anticuerpo en formulacién liquida no solo
depende de los tipos de excipientes usados en la formulacion, sino también de las
cantidades y proporciones de los excipientes entre si. Ademas, al preparar una

formulacién liquida de anticuerpo se deben tener en cuenta otras consideraciones
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ademas de la estabilidad. Los ejemplos de tales consideraciones adicionales
incluyen la viscosidad de la solucion y la concentracion de anticuerpo que puede
contener una formulacion dada, y la calidad o el aspecto visual de la formulacién.
Por lo tanto, al formular un anticuerpo terapéutico, debe tenerse mucho cuidado
para llegar a una formulacion que permanezca estable, contenga una
concentracion adecuada de anticuerpo, y posea una viscosidad adecuada asi
como también otras propiedades que permiten que la formulacion se administre
convenientemente a los pacientes. Los anticuerpos contra el virus del Ebola
(EBOV) son un ejemplo de una macromolécula de importancia terapéutica que
requiere una formulacién adecuada. Los anticuerpos anti-EBOV son clinicamente
utiles para la prevencién y/o el tratamiento de la infeccion por el virus del Ebola.
Los anticuerpos anti-EBOV ilustrativos se describen, entre otros, en las
patentes/publicaciones de Estados Unidos num. 10,501,526 10,081,670,
9,771,414, 6,630,144, 6,875,433, 7,335,356 y 8,513,391, y en los documentos
WO 2016/123019, EP1539238, EP2350270 y EP8513391.

Aunque se conocen anticuerpos anti-EBOV, sigue existiendo una necesidad en la
técnica de formulaciones farmacéuticas nuevas que comprenden anticuerpos anti-
EBOV que sean lo suficientemente estables y adecuadas para la administracion a
pacientes, que incluyen pacientes ubicados en entornos remotos o entornos que

carecen de acceso a la refrigeracion para productos terapéuticos.

BREVE COMPENDIO

La presente divulgacion satisface la necesidad mencionada anteriormente al

proporcionar formulaciones farmacéuticas estables que comprenden un
anticuerpo humano que se une especificamente al virus del Ebola (EBOV).

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida estable que
comprende: (a) un estabilizador que comprende un azucar; (b) un amortiguador
que comprende histidina; (c) un cosolvente organico que comprende polisorbato;
y (d) al menos un anticuerpo que se une especificamente al virus del Ebola
(EBOV).

En varias modalidades, el al menos un anticuerpo que se une especificamente al
EBQV se proporciona a una concentracién de aproximadamente 5 + 0,75 mg/ml a
aproximadamente 250 + 37,5 mg/ml. En algunas modalidades, 250 mg/ml es la

concentracion de proteina maxima en la formulacion. En algunos aspectos, la
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proteina a 250 mg/ml comprende hasta tres anticuerpos. En algunos aspectos,
una concentracion de proteina maxima en una formulaciéon que comprende tres
anticuerpos variaria de aproximadamente 5 + 0,75 mg/ml a aproximadamente
250 mg/ml £ 37,5 mg/ml.

La relacién de los dos o tres anticuerpos presentes en la formulacién puede
modificarse en dependencia de las mediciones resultantes. En algunos aspectos,
los dos anticuerpos estan presentes en una relacion 1:1. En algunos aspectos, los
anticuerpos estan presentes en una relacion 1:2. En algunos aspectos, los dos
anticuerpos estan presentes en una relaciéon de aproximadamente 1 a 10:1. En
algunos aspectos, los tres anticuerpos estan presentes en una relacion 1:1:1. En
algunos aspectos, los tres anticuerpos estan presentes en una relacién 1:2:1. En
algunos aspectos, los tres anticuerpos estan presentes en una relacion 2:1:1. En
algunos aspectos, los tres anticuerpos estan presentes en una relacion 1:1:2. En
algunos aspectos, los anticuerpos estan presentes en una relacién de
aproximadamente 1 a 10:1 a 10:1 a 10.

En algunas modalidades, la dosis es de aproximadamente 3000 mg,
aproximadamente 2000 mg, aproximadamente 1500 mg, 1000 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 750 mg, aproximadamente 500 mg,
aproximadamente 250 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 100 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 50 mg o
aproximadamente 25 mg. En algunos aspectos, una dosis comprende un
anticuerpo anti-EBOV. En algunos aspectos, una dosis comprende dos
anticuerpos anti-EBOV. En algunos aspectos, una dosis comprende tres
anticuerpos anti-EBOV. En una modalidad, los anticuerpos coformulados se
suministran por via intravenosa durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 2 horas.

En una modalidad, el al menos un anticuerpo se proporciona a una concentracion
de 12,5 mg/ml + 1,85 mg/ml o aproximadamente 12,5 mg/ml. En una modalidad,
el al menos un anticuerpo se proporciona a una concentracion de 25 mg/ml +
3,75 mg/ml o aproximadamente 25 mg/ml. En otra modalidad, el al menos un
anticuerpo se proporciona a una concentracion de 50 mg/ml + 7,5 mg/ml o
aproximadamente 50 mg/ml. En otra modalidad, el al menos un anticuerpo se

proporciona a una concentracién de 100 mg/ml + 15 mg/ml o aproximadamente
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100 mg/ml. En otra modalidad, el al menos un anticuerpo se proporciona a una
concentracion de 125 mg/ml + 18,75 mg/ml o aproximadamente 125 mg/ml. En
una modalidad, el al menos un anticuerpo se proporciona a una concentracion de
150 mg/ml + 22,5 mg/ml o aproximadamente 150 mg/ml. En otra modalidad, el al
menos un anticuerpo se proporciona a una concentracion de 175 mg/ml +
26,25 mg/ml o aproximadamente 175 mg/ml. En otra modalidad, el al menos un
anticuerpo se proporciona a una concentracion de 200 mg/ml £ 30 mg/ml o
aproximadamente 200 mg/ml. En otra modalidad, el al menos un anticuerpo se
proporciona a una concentracion de 250 mg/ml + 37,5 mg/ml o aproximadamente
250 mg/ml.

En algunas modalidades, cada anticuerpo se administra a 50 mg/kg de peso
corporal. En una modalidad, tres anticuerpos se coformulan de manera que la
formulacién final permita que cada anticuerpo se administre a 50 mg/kg de peso
corporal. En consecuencia, la dosis final a administrar al paciente es de
150 mg/kg de peso corporal, con los tres anticuerpos en la formulacién en una
relacion 1:1:1. En una modalidad, los anticuerpos coformulados se suministran
por via intravenosa durante un periodo de tiempo de aproximadamente 2 horas.
En ciertas modalidades, la formulacién comprende uno cualquiera o mas de los
anticuerpos anti-EBOV divulgados en la publicacion de solicitud de patente de
Estados Unidos num.: 2016/0215040, incorporada en la presente divulgacion en
su totalidad. En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-EBOV comprende (a) una
region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada 1, 2 y 3 (HCDR1-
HCDR2-HCDR3) cada una que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6 y SEQ ID NO: 8, respectivamente; y (b) una region variable de cadena
ligera (LCVR) que comprende las regiones determinantes de complementariedad
de cadena ligera 1, 2 y 3 (LCDR1-LCDR2-LCDR3) cada una que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 16, respectivamente.
En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 17 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 18. En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR que
tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En una
modalidad, el anticuerpo comprende una LCVR que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una HCVR que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 2 y una LCVR que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 10.

En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-EBOV comprende (a) una region
variable de cadena pesada (HCVR) que comprende las regiones determinantes
de complementariedad de cadena pesada 1, 2 y 3 (HCDR1-HCDR2-HCDR3)
cada una que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 y
SEQ ID NO: 26, respectivamente; y (b) una regién variable de cadena ligera
(LCVR) que comprende las regiones determinantes de complementariedad de
cadena ligera 1, 2 y 3 (LCDR1-LCDR2-LCDR3) cada una que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 34, respectivamente.
En una modalidad el anticuerpo comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 35 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 36. En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR que
tiene 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20. En una modalidad,
el anticuerpo comprende una LCVR que tiene 90 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR
que tiene 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20 y una LCVR que
tiene 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 28.

En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-EBOV comprende (a) una region
variable de cadena pesada (HCVR) que comprende las regiones determinantes
de complementariedad de cadena pesada 1, 2 y 3 (HCDR1-HCDR2-HCDR3)
cada una que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 y
SEQ ID NO: 44, respectivamente; y (b) una region variable de cadena ligera
(LCVR) que comprende las regiones determinantes de complementariedad de
cadena ligera 1, 2 y 3 (LCDR1-LCDR2-LCDR3) cada una que comprende una

secuencia de SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 52, respectivamente.
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En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 53 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 54. En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR que
tiene 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 38. En una modalidad,
el anticuerpo comprende una LCVR que tiene 90 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 46. En una modalidad, el anticuerpo comprende una HCVR
que tiene 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 38 y una LCVR que
tiene 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 46.

En una modalidad, el pH de la formulacion liquida es de pH 6,0 = 0,5, pH 6,0 +
0,4, pH 6,0 £ 0,3, pH 6,0 £ 0,2, pH 6,0 + 0,1, pH 6,0 £ 0,05, pH 6,0 + 0,01 o pH
6,0. En una modalidad, el pH de la formulacion liquida es de aproximadamente pH
6,0 +0,3.

En una modalidad, el amortiguador comprende histidina. En ciertas modalidades,
el amortiguador de histidina esta a una concentracion de 5 mM + 1 mM a 50 mM +
1I0mMode5mM+1 mMa 25 mM + 5 mM. En una modalidad, el amortiguador
de histidina esta a una concentracién de 10 mM + 2 mM o aproximadamente
10 mM. En una modalidad, el amortiguador de histidina estd a una concentracién
de 20 MM £ 4 mM o aproximadamente 20 mM. En una modalidad, el
amortiguador de histidina estd a una concentracion de 40 nM + 8 mM o
aproximadamente 40 nM. En ciertas modalidades, el amortiguador de histidina
comprende L-histidina y monoclorhidrato de L-histidina monohidratado. En una
modalidad, la L-histidina esta a una concentracion de 2 mM + 0,4 mM a 25 mM %
5 mM, preferentemente de 4 mM = 0,8 mM a 20 mM + 4 mM. En una modalidad,
el monoclorhidrato de L-histidina monohidratado esta a una concentracion de
2mM £ 0,4 mMa 25 mM £ 5 mM, preferentemente de 4 mM £ 0,8 mM a 20 mM +
4 mM. En una modalidad, el amortiguador comprende L-histidina a una
concentracion de 4,8 mM = 0,96 mM y monoclorhidrato de L-histidina
monohidratado a una concentracion de 5,2 mM % 1,04 mM. En una modalidad, el
amortiguador comprende histidina a una concentracion de 10 mM £ 2 mM, en
donde la histidina comprende L-histidina a una concentracién de 4,8 mM %

0,96 mM y monoclorhidrato de L-histidina monohidratado a una concentracion de
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5,2 mM % 1,04 mM.

En ciertas modalidades, el cosolvente organico es un polimero no iénico que
contiene un resto de polioxietileno. En una modalidad, el cosolvente organico es
un surfactante. En algunas modalidades, el cosolvente organico es uno cualquiera
0 mas de polisorbato, poloxamero 188 y polietilenglicol 3350. En una modalidad,
el cosolvente organico es polisorbato 80. En una modalidad, el cosolvente
organico es polisorbato 20.

En una modalidad, el cosolvente organico esta a una concentracion de
aproximadamente 0,01 % + 0,005 % a aproximadamente 1 % + 0,5 % “peso a
volumen” o “p/v”, en donde, por ejemplo, 0,1 g/ml =10 % y 0,01 g/ml =1 %. En
ciertas modalidades, el cosolvente organico es polisorbato a una concentracion de
0,05 % + 0,025 % a 0,5 % = 0,25 % (p/v). En una modalidad, el cosolvente
organico es polisorbato 80, que esta a una concentracion de 0,2 % + 0,1 % p/v o
aproximadamente 0,2 %. En otra modalidad, el cosolvente organico es polisorbato
80, que esta a una concentracién de 0,1 % = 0,05 % p/v o aproximadamente
0,1 % p/v. En una modalidad, el cosolvente organico es polisorbato 20, que esta a
una concentracion de 0,2 % + 0,1 % p/v o aproximadamente 0,2 %. En otra
modalidad, el cosolvente organico es polisorbato 20, que esta a una
concentracion de 0,1 % + 0,05 % p/v o aproximadamente 0,1 % p/v.

En ciertas modalidades, el estabilizador es un azucar. En una modalidad, el
azucar es sacarosa. En varias modalidades, el estabilizador estda a una
concentracionde 1 % £ 0,2 % p/va 20 % +4 % p/v,de 5% 1 % p/va 15 % =+
3% pNode1%+0,2% a10 % +2 % p/v. En una modalidad, el estabilizador es
sacarosa a una concentracién de 5 % + 1 % p/v o aproximadamente 5 % p/v. En
otra modalidad, el estabilizador es sacarosa a una concentracion de 9 % + 1,8 %
p/v o aproximadamente 9 % p/v. En otra modalidad, el estabilizador es sacarosa a
una concentracion de 10 % + 2 % p/v o aproximadamente 10 % p/v.

En ciertas modalidades, la formulacion no necesita un modificador de la
viscosidad, es decir, la formulacion carece de un modificador de la viscosidad. En
ciertas modalidades, la formulacién comprende un modificador de la viscosidad.
En una modalidad, la formulacion comprende un modificador de la viscosidad y el
modificador de la viscosidad es un aminoacido o una sal. En una modalidad, el

modificador de la viscosidad es L-prolina. En ciertas modalidades, el modificador
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de la viscosidad esta a una concentracion de 1 % £ 0,2 % a5 % = 1 % p/v. En
una modalidad, el modificador de la viscosidad es prolina a una concentracion de
1,5 % £ 0,3 % o aproximadamente 1,5 %. En una modalidad, el modificador de la
viscosidad es prolina a una concentracién de 3 % * 0,6 % o aproximadamente
3 %.

En ciertas modalidades, la viscosidad de la formulacion farmacéutica liquida a
25°C es menor o igual a aproximadamente 15 cPoise + 10 %. En ciertas
modalidades, la viscosidad a 25 °C esta entre 1,0 cPoise £ 10 % y 20 cPoise *
10 %. En ciertas modalidades, la viscosidad de la formulacién farmacéutica
liquida es < 20 cPoise. En ciertas modalidades, la viscosidad de la formulacion
farmacéutica liquida es < 15 cPoise. En ciertas modalidades, la viscosidad de la
formulacién farmacéutica liquida es < 10 cPoise. En ciertas modalidades, la
viscosidad de la formulacién farmacéutica liquida es < 5 cPoise. En ciertas
modalidades, la viscosidad de la formulacion farmacéutica liquida es < 2,5 cPoise.
En ciertas modalidades, la viscosidad a 25 °C es de aproximadamente 2 cPoise +
10 %, 5 cPoise = 10 %, 6,0 cPoise £ 10 %, 7,0 cPoise + 10 %, 7,1 cPoise + 10 %,
7,2 cPoise + 10 %, 7,9 cPoise + 10 %, 8,3 cPoise £ 10 %, 9,0 cPoise + 10 %,
9,6 cPoise = 10 %, 10,0 cPoise + 10 %, 10,6 cPoise + 10 %, 11,4 cPoise + 10 %,
11,6 cPoise + 10 %, 11,8 cPoise + 10 %, 12,0 cPoise * 10 %,13,0 cPoise + 10 %,
14,0 cPoise + 10 %, 15,0 cPoise + 10 % o 16 cPoise + 10 %. En ciertas
modalidades, la viscosidad a 25 °C es de aproximadamente 2,2 cPoise.

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida estable, que
comprende: (a) 5% £ 1 % a 15 % + 3 % p/v de sacarosa, (b) de 5 mM + 1 mM a
20 mM + 4 mM de amortiguador de histidina, (c) de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % +
0,25 % p/v de polisorbato, por ejemplo, aproximadamente 0,05 %+ 0,025 % a
aproximadamente 0,2 % + 0,1 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3. En otro aspecto, se proporciona una
formulacion farmacéutica liquida estable, que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de
sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v
de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo total, a pH 6,0 + 0,3. En
otro aspecto, se proporciona una formulacién farmacéutica liquida estable, que
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % % 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 5 g/ml de
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anticuerpo total, a pH 6,0 + 0,3.
En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida estable, que
comprende: (a) 5 % =1 % a 15 % + 3 % p/v de sacarosa, (b) de 5 mM +1 mM a
20 mM + 4 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % +
0,25 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo total, a pH
6,0 £ 0,3. En otro aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total, a pH 6,0 + 0,3. En otro aspecto, se proporciona una
formulacién farmacéutica liquida estable, que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de
sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v
de polisorbato y (d) 100 mg/ml + 10 mg/ml de anticuerpo total, a pH 6,0 + 0,3.
El anticuerpo anti-EBOV comprende al menos un anticuerpo que comprende tres
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDRS3) contenidas en un par de secuencias de aminoacidos de region variable
de cadena pesadal/region variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) seleccionado
del grupo que consiste en (i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ
ID NO: 38/46. En algunos aspectos, la formulacién comprende lo siguiente: (i), (ii),
(iii), (i)+(ii), (i)*(iii), (ii)*+(iii) o (i)+(ii)*+(iii), y el anticuerpo anti-EBOV total presente
en la formulacion es de 50 mg/ml + 7,5 mg/ml. En algunos aspectos, la
formulacion comprende lo siguiente: (i), (i), (iii), (i)+(ii), (i)*+(iii), (ii)+(iii) o
(i)+(ii)+(iii), y el anticuerpo anti-EBOV total presente en la formulacion es de
100 mg/ml £ 15 mg/ml.
En algunas modalidades, el al menos un anticuerpo anti-EBOV comprende una
region variable de cadena pesada (HCVR) y una region variable de cadena ligera
(LCVR) de manera que la combinacion HCVR/LCVR comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y ligera (HCDR1-
HCDR2-HCDR3 / LCDR1-LCDR2-LCDR3), que comprenden las secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4-6-8 / 12-
14-16, respectivamente; las SEQ ID NO: 22-24-26 / 30-32-34, respectivamente; y
las SEQ ID NO: 40-42-44 | 48-50-52, respectivamente. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende un par de secuencias de aminoacidos de region
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variable de cadena pesada (HCVR)/region variable de cadena ligera (LCVR)
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2/10, 20/28 y 38/46. En
ciertas modalidades, el anticuerpo anti-EBOV comprende una region Fc elegida
del grupo que consiste en los isotipos I1gG1, 19G2, 1IgG3 e IgG4 humanos. En una
modalidad, el anticuerpo comprende un isotipo IgG1 humano. En una modalidad,
el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 17, 35y 53;
y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 18, 36 y 54. En una modalidad, el
anticuerpo tiene un peso molecular de 145 kDa + 15 kDa, por ejemplo,
144 804 Da, 145 905 Da o 143 689 Da.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35; y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % * 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ
ID NO: 38/46. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53; y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena
pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28. En una modalidad, el primer anticuerpo
anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28.
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En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena
pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo
anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 20/28, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena
pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo
anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 28; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
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estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 +
0,3; en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 2/10, un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena
pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo comprende tres
CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera
(LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos
de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer
anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10; el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende
una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una
LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28; y el tercer
anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2
y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en
el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ ID NO: 2/10. En
una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En una modalidad, el anticuerpo
anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y una cadena ligera que comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2
y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en
el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28.
En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35; y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable, que comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde el anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2
y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en
el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46.
En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46. En una modalidad, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53; y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
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contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDRS3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 20/28. En una modalidad, el primer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDRS3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(ii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)

contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
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ID NO: 20/28, y un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(iif) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
28; y el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida
estable que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml +
15 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV, a pH 6,0 + 0,3;
en donde un primer anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, un segundo anticuerpo comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(i) SEQ ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo comprende tres CDR de cadena
pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo
anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10; el segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28; y el tercer anticuerpo
anti-EBOV comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 46.

En ciertas modalidades, la formulaciéon de cualquiera de los aspectos anteriores

tiene un atributo seleccionado del grupo que consiste en: (i) la formulacion es
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estable en almacenamiento a largo plazo a 60 °C, 55 °C, 50 °C, 45 °C, 40 °C,
35°C, 30 °C, 25 °C, 5 °C, -20 °C, -30 °C y -80 °C, como se describe en la
presente descripcion; (ii) la formulacion es estable frente al estrés por agitacion
como se describe en la presente descripcion; (iii) la formulacién es estable frente
al estrés por calor como se describe en la presente descripcién; (iv) la formulacién
es de baja viscosidad (viscosidad de menos de 20 cPoise, preferentemente
menos de 15 cPoise); (v) la formulaciéon es estable incluso con una variacion de
hasta £ 50 % en las concentraciones de excipientes de la formulacién, como se
describe en la presente descripcidn; (vi) la formulacion es isoosmolar respecto a
las condiciones fisioldgicas; (vii) la formulacion es estable y compatible con los
dispositivos y procedimientos de suministro intravenoso; y (viii) la formulacion es
estable en almacenamiento a largo plazo en un vial de vidrio o en una jeringa
precargada.

En ciertas modalidades, la formulaciéon de cualquiera de los aspectos anteriores
tiene un atributo seleccionado del grupo que consiste en: (i) la formulacion tiene
una viscosidad de menos de 10 cP; (ii) la formulacién tiene una viscosidad de
menos de 5 cP; (iii) la formulacion tiene una viscosidad de menos de
aproximadamente 2,5; (iv) al menos 90 % del anticuerpo es la especie nativa
después de 28 dias a 45 °C; (v) al menos 18 % del anticuerpo es la variante de
carga principal del anticuerpo después de 28 dias a 45 °C; (vi) al menos 96 % del
anticuerpo es la especie nativa después de tres meses a 25 °C; (vii) al menos
30 % del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de
tres meses a 25 °C; (viii) al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa
después de 36 meses a 5 °C; (ix) al menos 34 % del anticuerpo es la variante de
carga principal del anticuerpo después de 36 meses a 5 °C; (x) al menos 97 % del
anticuerpo es la especie nativa después de 120 minutos de agitacion; (xi) al
menos 35 % del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo
después de 120 minutos de agitacion; (xii) al menos 97 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 8 ciclos de congelacién y descongelacion; y/o (xiii) al
menos 35 % del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo
después de 8 ciclos de congelacion y descongelacion.

En ciertas modalidades, un anticuerpo dentro de la formulacion de cualquiera de
los aspectos anteriores tiene un atributo seleccionado del grupo que consiste en:

(i) el anticuerpo retiene una actividad de ADCC de al menos aproximadamente
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90 % después del almacenamiento a -80 °C durante 12 meses con relacién a la
actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (ii) el anticuerpo
retiene una actividad de ADCC de al menos aproximadamente 80 %, o al menos
aproximadamente 90 %, después del almacenamiento a -30 °C durante 12 meses
con relacion a la actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (iii) el
anticuerpo retiene una actividad de ADCC de al menos aproximadamente 90 % o
al menos aproximadamente 95 %, después del almacenamiento a -20 °C durante
3 meses con relacibn a la actividad del mismo anticuerpo antes del
almacenamiento; (iv) el anticuerpo retiene una actividad de ADCC de al menos
aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del
almacenamiento a 5 °C durante 56 dias con relacién a la actividad del mismo
anticuerpo antes del almacenamiento; (v) el anticuerpo retiene una actividad de
ADCC de al menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %,
después del almacenamiento a 25 °C/60 % de humedad relativa (HR) durante 28
dias con relacion a la actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento;
(vi) el anticuerpo retiene una actividad de ADCC de al menos aproximadamente
90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del almacenamiento a
40 °C/75 % de HR durante 28 dias con relacién a la actividad del mismo
anticuerpo antes del almacenamiento; (vii) el anticuerpo retiene una actividad de
ADCC de al menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %,
después de la agitacion durante 120 minutos u 8 (ciclos de
congelaciéon/descongelacion, con relacion a la actividad del mismo anticuerpo
antes de la agitacion o congelacién/descongelacion, respectivamente.

En ciertas modalidades, un anticuerpo dentro de la formulacion de cualquiera de
los aspectos anteriores tiene un atributo seleccionado del grupo que consiste en:
(i) el anticuerpo retiene una actividad de neutralizacion de pseudovirus de al
menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del
almacenamiento a -80 °C durante 12 meses con relacion a la actividad del mismo
anticuerpo antes del almacenamiento; (ii) el anticuerpo retiene una actividad de
neutralizacion de pseudovirus de al menos aproximadamente 90 % o al menos
aproximadamente 95 %, después del almacenamiento a -30 °C durante 12 meses
con relacion a la actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (iii) el
anticuerpo retiene una actividad de neutralizacién de pseudovirus de al menos

aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del
18



almacenamiento a -20 °C durante 3 meses con relacion a la actividad del mismo
anticuerpo antes del almacenamiento; (iv) el anticuerpo retiene una actividad de
neutralizacion de pseudovirus de al menos aproximadamente 80 %, o al menos
aproximadamente 85 %, o al menos aproximadamente 90 % o al menos
aproximadamente 95 %, después del almacenamiento a 5 °C durante 56 dias con
relacion a la actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (v) el
anticuerpo retiene una actividad de neutralizacién de pseudovirus de al menos
aproximadamente 80 %, o al menos aproximadamente 85 %, o al menos
aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del
almacenamiento a 25 °C/60 % de humedad relativa (HR) durante 28 dias con
relacion a la actividad del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (vi) el
anticuerpo retiene una actividad de neutralizacion de pseudovirus de al menos
aproximadamente 80 %, o al menos aproximadamente 85 %, o al menos
aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %, después del
almacenamiento a 40 °C/75 % de HR durante 28 dias con relacién a la actividad
del mismo anticuerpo antes del almacenamiento; (vii) el anticuerpo retiene una
actividad de neutralizacién de pseudovirus de al menos aproximadamente 90 % o
al menos aproximadamente 95 %, después de la agitacion durante 120 minutos u
8 ciclos de congelacion/descongelacién, con relacion a la actividad del mismo
anticuerpo antes de la agitacion o congelacién/descongelacion, respectivamente.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) al menos un anticuerpo que se une especificamente
a EBOV, en donde el al menos un anticuerpo comprende un par de secuencias de
aminoacidos de region variable de cadena pesadal/region variable de cadena
ligera (HCVR/LCVR) seleccionado del grupo que consiste en (i) SEQ ID NO: 2/10,
(i) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total
comprende 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de
histidina, pH 6,0 + 0,3, (¢) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa. En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos el
96 % del anticuerpo es la especie nativa después de 36 meses a 5 °C. En una
modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos el 97 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 120 minutos de agitacion. En una modalidad de
acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa

después de 8 ciclos de congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la
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formulacion farmacéutica consiste en: (a) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo
total, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de
polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 £ 0,3.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) al menos dos anticuerpos que se unen
especificamente a EBOV, en donde los al menos dos anticuerpos comprenden un
par de secuencias de aminoacidos de regién variable de cadena pesada/region
variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) seleccionado del grupo que consiste en
(i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el
anticuerpo total comprende 50 mg/ml + 7,5 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, pH 6,0 £ 0,3, (c) 0,1 % £ 0,05 % p/v de polisorbato 80 y
(d) 10 % = 2 % p/v de sacarosa. En una modalidad de acuerdo con este aspecto,
al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa después de 12 meses a 5 °C.
En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es
la especie nativa después de 120 minutos de agitacién. En una modalidad de
acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa
después de 8 ciclos de congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la
formulacién farmacéutica consiste en: (a) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo
total, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de
polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 + 0,3.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) una combinacion de tres anticuerpos que se unen
especificamente a EBOV, en donde los tres anticuerpos comprenden un par de
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada/region variable
de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y
(iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total comprende 50 mg/ml +
7,5 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, pH 6,0 + 0,3, (c) 0,1 %
+ 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa. En una
modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 96 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 12 meses a 5 °C. En una modalidad de acuerdo con
este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 120
minutos de agitacién. En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos
97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 8 ciclos de
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congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica
consiste en: (a) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo total, (b) 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % *
2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 + 0,3.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) al menos un anticuerpo que se une especificamente
a EBOV, en donde el al menos un anticuerpo comprende un par de secuencias de
aminoacidos de region variable de cadena pesada/region variable de cadena
ligera (HCVR/LCVR) seleccionado del grupo que consiste en (i) SEQ ID NO: 2/10,
(i) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total
comprende 100 mg/ml + 15 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de
histidina, pH 6,0 + 0,3, (¢) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa. En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 96 %
del anticuerpo es la especie nativa después de 12 meses a 5 °C. En una
modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 120 minutos de agitacion. En una modalidad de
acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa
después de 8 ciclos de congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la
formulacién farmacéutica consiste en: (a) 100 mg/ml + 15 mg/ml de anticuerpo
total, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de
polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 + 0,3.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) al menos dos anticuerpos que se unen
especificamente a EBOV, en donde los al menos dos anticuerpos comprenden un
par de secuencias de aminoacidos de regidn variable de cadena pesada/region
variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) seleccionado del grupo que consiste en
(i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el
anticuerpo total comprende 100 mg/ml £ 15 mg/ml, (b) amortiguador de histidina
10 mM + 2 mM, pH 6,0 + 0,3, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 %
+ 2 % plv de sacarosa. En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos
96 % del anticuerpo es la especie nativa después de 12 meses a 5 °C. En una
modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la

especie nativa después de 120 minutos de agitacion. En una modalidad de
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acuerdo con este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa
después de 8 ciclos de congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la
formulacién farmacéutica consiste en: (a) 100 mg/ml + 15 mg/ml de anticuerpo
total, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de
polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 + 0,3.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) una combinacién de tres anticuerpos que se unen
especificamente a EBOV, en donde los tres anticuerpos comprenden un par de
secuencias de aminodacidos de region variable de cadena pesada/region variable
de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y
(iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total comprende 100 mg/ml +
15 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, pH 6,0 £ 0,3, (c) 0,1 %
+ 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa. En una
modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos 96 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 12 meses a 5 °C. En una modalidad de acuerdo con
este aspecto, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 120
minutos de agitacion. En una modalidad de acuerdo con este aspecto, al menos
97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 8 ciclos de
congelacion/descongelacion. En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica
consiste en: (a) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo total, (b) 10 mM = 2 mM de
amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % +
2 % p/v de sacarosa, en agua a pH 6,0 + 0,3.

En una modalidad, la formulaciéon liquida estable comprende 50 mg/ml +
7,5 mg/ml de anticuerpo total que se une especificamente a EBOV vy tiene una
viscosidad de menos de 3 cP a 25 °C. En una modalidad, = 90 % de los
anticuerpos tienen un peso molecular de 146 kDa + 5 kDa, por ejemplo,
144 804 Da, 145 905 Da o 143 689 Da. En una modalidad, la formulacion
farmacéutica tiene una viscosidad de menos de 5 cP, menos de 4 cP o menos de
3 cP a 25 °C. En una modalidad, al menos 90 % del anticuerpo es la especie
nativa después de 28 dias a 45 °C. En una modalidad, al menos 18 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 28 dias a
45 °C. En una modalidad, al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa

después de tres meses a 25 °C. En una modalidad, al menos 30 % del anticuerpo
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es la variante de carga principal del anticuerpo después de tres meses a 25 °C.
En una modalidad, al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa después de
12 meses a 5 °C. En una modalidad, al menos 34 % del anticuerpo es la variante
de carga principal del anticuerpo después de 12 meses a 5 °C. En una modalidad,
al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 120 minutos de
agitacion. En una modalidad, al menos 35 % del anticuerpo es la variante de
carga principal del anticuerpo después de 120 minutos de agitacion. En una
modalidad, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 8 ciclos
de congelacion y descongelacion. En una modalidad, al menos 35 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 8 ciclos de
congelacion y descongelacion.

En una modalidad, la formulacion liquida estable comprende 100 mg/ml =+
15 mg/ml de anticuerpo total y tiene una viscosidad de menos de 5 cP a 20 °C. En
una modalidad, = 90 % de los anticuerpos tienen un peso molecular de 145 kDa +
2 kDa, por ejemplo, 144 804 Da, 145 905 Da o 143 689 Da. En una modalidad, la
formulacién farmacéutica tiene una viscosidad de menos de 6 cP o menos de
5cP a 20 °C. En una modalidad, al menos 90 % del anticuerpo es la especie
nativa después de 28 dias a 45 °C. En una modalidad, al menos 18 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 28 dias a
45 °C. En una modalidad, al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa
después de tres meses a 25 °C. En una modalidad, al menos 30 % del anticuerpo
es la variante de carga principal del anticuerpo después de tres meses a 25 °C.
En una modalidad, al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa después de
12 meses a 5 °C. En una modalidad, al menos 34 % del anticuerpo es la variante
de carga principal del anticuerpo después de 12 meses a 5 °C. En una modalidad,
al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 120 minutos de
agitacion. En una modalidad, al menos 35 % del anticuerpo es la variante de
carga principal del anticuerpo después de 120 minutos de agitacion. En una
modalidad, al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 8 ciclos
de congelacién y descongelacion. En una modalidad, al menos 35 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 8 ciclos de
congelacion y descongelacion.

En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida

estable, que comprende: (a) una combinacién de tres anticuerpos que se unen
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especificamente a EBOV, en donde los tres anticuerpos comprenden un par de
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada/region variable
de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y
(iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total comprende 50 mg/ml +
7,5 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, pH 6,0 + 0,3, (c) 0,1 %
+ 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa. En una
modalidad de esta formulacion particular, la viscosidad es de menos de 3 cPoise.
En ciertas modalidades de este aspecto, se proporciona una formulacion liquida
estable, que comprende: (a) una combinacion de tres anticuerpos que se unen
especificamente a EBOV, en donde los tres anticuerpos comprenden un par de
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada/region variable
de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i) SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y
(iii) SEQ ID NO: 38/46, y en donde el anticuerpo total comprende 100 mg/ml +
15 mg/ml, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, pH 6,0 + 0,3, (¢) 0,1 %
+ 0,05 % p/v de polisorbato 80 y (d) 10 % + 2 % p/v de sacarosa. En una
modalidad de esta formulacion particular, la viscosidad es de menos de 5 cPoise.
En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una formulacion farmacéutica
liquida estable, que comprende: (a) de 5 % + 1 % a 15 % + 3 % p/v de sacarosa,
(b) de 5 mM + 1 mM a 20 mM £+ 4 mM de amortiguador de histidina, (c) de 0,01 %
+ 0,005 % a 0,5 % + 0,25 % p/v de polisorbato y (d) hasta 100 mg/ml + 15 mg/ml
de anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3. En otro aspecto, se proporciona
una formulacién farmacéutica liquida estable, que comprende: (a) 10 % = 2 % p/v
de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 %
p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total, a pH
6,0 + 0,3. El anticuerpo anti-EBOV, de acuerdo con este aspecto, comprende una
combinacion de tres anticuerpos que se unen especificamente a EBOV, en donde
los tres anticuerpos comprenden un par de secuencias de aminoacidos de region
variable de cadena pesada/region variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i)
SEQ ID NO: 2/10, (ii) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46.

En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida estable, que
comprende: (a) de 5 % =1 % a 15 % *+ 3 % p/v de sacarosa, (b) de 5 mM =+ 1 mM
a 20 mM + 4 mM de amortiguador de histidina, (c) de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % +

0,25 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
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total, a pH 6,0 =+ 0,3. En otro aspecto, se proporciona una formulacién
farmacéutica liquida estable, que comprende: (a) 10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b)
10 mM £ 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % * 0,05 % p/v de polisorbato
y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo total, a pH 6,0 = 0,3. El anticuerpo anti-
EBOV, de acuerdo con este aspecto, comprende una combinacion de tres
anticuerpos que se unen especificamente a EBOV, en donde los tres anticuerpos
comprenden un par de secuencias de aminoacidos de region variable de cadena
pesada/region variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) de (i) SEQ ID NO: 2/10,
(i) SEQ ID NO: 20/28 y (iii) SEQ ID NO: 38/46.

En una modalidad, la formulacidn liquida estable comprende 150 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total. En una modalidad, la formulacién liquida estable
comprende 100 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total. En una modalidad, la
formulacién liquida estable comprende 50 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total.
En una modalidad, la formulacion liquida estable comprende 10 mM + 2 mM de
amortiguador de histidina. En una modalidad, la formulacion liquida estable
comprende 10 % de sacarosa. En una modalidad, la formulacién liquida estable
comprende 9 % de sacarosa. En una modalidad, la formulacién liquida estable
comprende 8 % de sacarosa. En una modalidad, la formulacion liquida estable
comprende 5 % de sacarosa. En una modalidad, la formulacién liquida estable
comprende 0,1 % de polisorbato. En una modalidad, la formulacion liquida estable
comprende 0,2 % de polisorbato. En una modalidad, el polisorbato es polisorbato
80 o polisorbato 20.

En una modalidad, la formulacion liquida estable comprende 33,3 mg/ml de
anticuerpo que comprende un par de secuencias de aminoacidos de region
variable de cadena pesada/region variable de cadena ligera (HCVR/LCVR) de
SEQ ID NO: 2/10, 33,3 mg/ml de anticuerpo que comprende un par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de SEQ ID NO: 20/28 y 33,3 mg/ml de
anticuerpo que comprende un par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR
de SEQ ID NO: 38/46, en una solucion amortiguada acuosa, pH 6,0, que
contiene10 mM de L-histidina, 10 % (p/v) de sacarosa y 0,1 % (p/v) de polisorbato
80. En una modalidad, la formulacion liquida estable mantiene una potencia de
ADCC de al menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %,

en un bioensayo de ADCC después del almacenamiento a 5 °C durante 6 meses,
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con relacion a la misma formulacion liquida antes del almacenamiento a 5 °C
durante 6 meses. En una modalidad, la formulacién liquida estable mantiene una
actividad de neutralizacion de pseudovirus de al menos aproximadamente 95 %
después del almacenamiento a 5 °C durante 6 meses, con relacion a la misma
formulacién liquida antes del almacenamiento a 5 °C durante 6 meses. En una
modalidad, la formulacion liquida estable mantiene una potencia de ADCC de al
menos aproximadamente 80 % o al menos aproximadamente 85 %, en un
bioensayo de ADCC después del almacenamiento a 25 °C/60 % de HR durante 6
meses, con relacién a la misma formulacién liquida antes del almacenamiento a
25 °C/60 % de HR durante 6 meses. En una modalidad, la formulacién liquida
estable mantiene una actividad de neutralizacion de pseudovirus de al menos
aproximadamente 95 % después del almacenamiento a 25 °C/60 % de HR
durante 6 meses, con relacion a la misma formulacién liquida antes del
almacenamiento a 25 °C/60 % de HR durante 6 meses. En una modalidad, la
formulacion liquida estable mantiene una actividad de neutralizacion de
pseudovirus de al menos aproximadamente 95 % después del almacenamiento a
40 °C/75 % de HR durante 6 meses, con relacion a la misma formulacion liquida
antes del almacenamiento a 40 °C/75 % de HR durante 6 meses. En una
modalidad, la formulacion liquida estable mantiene una potencia de ADCC de al
menos aproximadamente 95 % en un bioensayo de ADCC después de la
agitacion durante 120 minutos, con relacion a la misma formulacion liquida antes
de la agitacién durante 120 minutos. En una modalidad, la formulacion liquida
estable mantiene una potencia de ADCC de al menos aproximadamente 85 % en
un bioensayo de ADCC después de 8 ciclos de congelacién/descongelacién, con
relacion a la misma formulacion liquida antes de 8 ciclos de
congelaciéon/descongelacion. En una modalidad, la formulacion liquida estable
mantiene una actividad de neutralizacion de pseudovirus de al menos
aproximadamente 95 % después de la agitacion durante 120 minutos, con
relacion a la misma formulacion liquida antes de la agitacién durante 120 minutos.
En una modalidad, la formulacion liquida estable mantiene una actividad de
neutralizacion de pseudovirus de al menos aproximadamente 95 % después de 8
ciclos de congelacion/descongelacion, con relacion a la misma formulacion liquida
antes de 8 ciclos de congelacion y descongelacion.

En un aspecto, una formulacion farmacéutica liquida estable de cualquiera de los
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aspectos anteriores se proporciona en un contenedor. En una modalidad, el
contenedor es un vial. En una modalidad, el contenedor es un vial de
policarbonato. En una modalidad, el contenedor es un vial de vidrio. En una
modalidad, el vial de vidrio es un vial de vidrio transparente tipo 1. En una
modalidad, el vial de vidrio es un vial de vidrio de borosilicato tipo 1 con un tapon
de goma de butilo recubierto con fluorocarbono. En una modalidad, el contenedor
es un microinfusor. En una modalidad, el contenedor es una jeringa. En una
modalidad, el contenedor es una jeringa precargada. En una modalidad, la jeringa
comprende vidrio con bajo contenido de tungsteno. En una modalidad, la jeringa
comprende un autoinyector. En una modalidad, la jeringa comprende un émbolo
recubierto con fluorocarbono. En ciertas modalidades, la jeringa es una jeringa de
vidrio larga de 1 ml o 2,25 ml que contiene menos de aproximadamente 500
partes por mil millones de tungsteno equipada con una aguja 27-G, un tapon de
goma de butilo recubierto con fluorocarbono y una tapa de punta de goma no
citotdxica y sin latex. En una modalidad, la jeringa es una jeringa de vidrio larga
de 1 ml equipada con una aguja de pared delgada 27-G, un tapon de goma
4023/50 recubierto con FLUROTEC y una tapa de punta de goma FM 27. En una
modalidad, la jeringa es una jeringa de plasticode 1 ml, 2 ml, 3 ml, 5 ml o 10 ml
equipada con una aguja.

En un aspecto, se proporciona un kit que comprende una composicion
farmacéutica estable de uno cualquiera de los aspectos anteriores, un contenedor
e instrucciones. En una modalidad, el contenedor es un vial de vidrio. En una
modalidad, el contenedor es una jeringa precargada. En una modalidad, el
contenedor es un autoinyector. En una modalidad, la jeringa es una jeringa de
vidrio larga de 1 ml 0 2,25 ml equipada con una aguja de pared delgada 27-G, un
tapén de goma 4023/50 recubierto con FLUROTEC y una tapa de punta de goma
FM 27. En una modalidad, la jeringa es una jeringa de plastico de 1 ml, 2 ml, 3 ml,
5 ml o 10 ml equipada con una aguja.

En ciertas modalidades, la presente divulgacion proporciona una jeringa
precargada que comprende una formulacién farmacéutica liquida estable que
comprende: (i) de 5 + 0,75 mg/ml a 250 + 37,5 mg/ml de al menos un anticuerpo
humano que se une especificamente a EBOV; (ii)) de 5 mM + 1 mM a 20 £ 4 mM

de amortiguador de histidina; (iii) de 0,05 % + 0,025 % a 0,3 % £ 0,15 % (p/v) de
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polisorbato 80; y (iv) de 1 % + 0,2 % a 10 % + 2 % (p/v) de sacarosa, a un pH de
6,0 + 0,3, en donde el al menos un anticuerpo anti-EBOV humano se selecciona
del grupo que consiste en un primer anticuerpo que comprende tres CDR de
cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera
(LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos
de HCVR/LCVR de (i) SEQ ID NO: 2/10, un segundo anticuerpo que comprende
tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena
ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias de
aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En algunos aspectos,
la formulacion tiene un atributo seleccionado del grupo que consiste en: al menos
90 % del anticuerpo es la especie nativa después de 28 dias a 45 °C; al menos
18 % del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de
28 dias a 45 °C; al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa después de
tres meses a 25 °C; al menos 30 % del anticuerpo es la variante de carga
principal del anticuerpo después de tres meses a 25 °C; al menos 96 % del
anticuerpo es la especie nativa después de 12 meses a 5 °C; al menos 34 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 12 meses a
5 °C; al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después de 120 minutos
de agitacion; al menos 35 % del anticuerpo es la variante de carga principal del
anticuerpo después de 120 minutos de agitacion; al menos 97 % del anticuerpo es
la especie nativa después de 8 ciclos de congelacién y descongelacion; al menos
35 % del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 8
ciclos de congelacion y descongelaciéon; mas de 90 % de los anticuerpos tienen
un peso molecular de 145 kDa + 2 kDa, por ejemplo, 144 804 Da, 145 905 Da o
143 689 Da; y la formulacion farmacéutica tiene una viscosidad de menos de
20 cP, menos de 15 cP, menos de 10 cP, menos de 5 cP o menos de 3 cP.

En ciertas modalidades, la presente divulgacion proporciona un vial de vidrio que
comprende una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a)
10 % + 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2mM de amortiguador de histidina, (c)

0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) de 5§ mg/ml = 0,75 mg/ml a 250 mg/ml +
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37,5 de anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 =+ 0,3; en donde el al menos un
anticuerpo anti-EBOV se selecciona del grupo que consiste en: un primer
anticuerpo que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 vy
HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el
par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ ID NO: 2/10, un
segundo anticuerpo que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo que comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(iii) SEQ ID NO: 38/46. En algunos aspectos, la formulacion tiene un atributo
seleccionado del grupo que consiste en: la formulacibn es estable en
almacenamiento y frente al estrés en un vial de vidrio; la formulacion es estable y
compatible para su uso en dispositivos de suministro 1V; la formulacién es quimica
y fisicamente estable a la dilucion con diluyentes estandar conocidos en la técnica
(por ejemplo, cloruro de sodio al 0,9 % o dextrosa al 5 % o lactato de Ringer); la
formulacién es estable en bolsas IV hechas de vidrio o plasticos de polimero (por
ejemplo, cloruro de polivinilo, ftalatos, poliolefinas o polipropileno); la formulacién
es compatible con bombas de infusion estandar (por ejemplo, bomba peristaltica,
bomba de desplazamiento de fluidos); al menos 90 % del anticuerpo es la especie
nativa después de 28 dias a 45 °C; al menos 18 % del anticuerpo es la variante
de carga principal del anticuerpo después de 28 dias a 45 °C; al menos 96 % del
anticuerpo es la especie nativa después de tres meses a 25 °C; al menos 30 %
del anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de tres
meses a 25 °C; al menos 96 % del anticuerpo es la especie nativa después de 12
meses a 5 °C; al menos 34 % del anticuerpo es la variante de carga principal del
anticuerpo después de 12 meses a 5 °C; al menos 97 % del anticuerpo es la
especie nativa después de 120 minutos de agitacion; al menos 35 % del
anticuerpo es la variante de carga principal del anticuerpo después de 120
minutos de agitacién; al menos 97 % del anticuerpo es la especie nativa después
de 8 ciclos de congelaciéon/descongelacion; al menos 35 % del anticuerpo es la
variante de carga principal del anticuerpo después de 8 ciclos de congelacion y

descongelacion; mas de 90 % de los anticuerpos tienen un peso molecular de
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145 kDa + 2 kDa, por ejemplo, 144 804 Da, 145 905 Da o 143 689 Da; y la
formulacién farmacéutica tiene una viscosidad de menos de 20 cP, menos de
15 cP, menos de 10 cP, menos de 5 cP o menos de 3 cP. En algunos aspectos, la
formulacion es estable para el envio a temperaturas de aproximadamente 2 °C a
aproximadamente 8 °C. En algunos aspectos, la formulacion es estable cuando se
almacena a aproximadamente 2 °C a aproximadamente 8 °C. Se han realizado
estudios de estabilidad para respaldar posibles variaciones de las condiciones de
almacenamiento. En algunos aspectos, la formulaciéon es estable a temperatura
ambiente durante al menos aproximadamente 6 meses. En algunos aspectos, la
formulacién es fisica y quimicamente estable frente a la agitacién y ciclos de
congelaciéon/descongelacion. En algunos aspectos, los anticuerpos dentro de la
formulacién mantienen la actividad bioldgica, por ejemplo, la actividad de ADCC o
la actividad de neutralizacion de pseudovirus, después de la exposicidn a
temperaturas de hasta 25 °C o hasta 30 °C, o después de la agitacion o ciclos de
congelacién/descongelacion.

Otras modalidades seran evidentes a partir de una revision de la siguiente
descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra una superposicion de los cromatogramas de RP-UPLC de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P.

La Figura 2 muestra una superposicion de los cromatogramas de SE-UPLC de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P.

DESCRIPCION DETALLADA

Los farmacos terapéuticos tales como los productos biolégicos, tipicamente se

formulan como farmacos individuales en formulaciones que proporcionan
estabilidad del agente terapéutico para el almacenamiento a largo plazo a
temperaturas frias. Los productos biolégicos envasados se tratan con cuidado, a
menudo se mantienen en forma liofilizada justo antes de su uso para minimizar la
agregacion y el dafo a las moléculas grandes. Las formulaciones liofilizadas son
tipicamente mas estables que las formulaciones liquidas. Ademas, los productos
bioldégicos envasados se mantienen frios, si no se congelan, durante el transporte
y el almacenamiento.

En la presente descripcion se proporcionan formulaciones farmacéuticas estables
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que comprenden anticuerpos para el tratamiento de la infeccién por el virus del
Ebola (EBOV) o tratamiento profilactico para la exposicion al EBOV. Estas
formulaciones son formulaciones liquidas estables de anticuerpos preparadas
para soportar un transporte y almacenamiento rigurosos mientras se mantiene la
estabilidad. Los agentes terapéuticos se preparan de manera que faciliten su uso
en areas remotas donde se producen brotes de Ebola, tales como el Congo y
Sudan. Como tales, las formulaciones estan en forma liquida para evitar las
etapas de reconstitucion requeridas antes de usar un farmaco en forma liofilizada,
lo que evita la posible contaminacion del producto farmacéutico. Las
formulaciones farmacéuticas liquidas son estables incluso cuando se transportan
largas distancias y se someten a estrés, por ejemplo, ciclos de temperatura,
temperaturas extremas, agitacion durante el transporte, etc., condiciones a las
que un agente terapéutico estaria expuesto en transito desde un centro de
fabricacion hasta clinicas de campo remotas donde se ha producido la exposicion
al Ebola y/o en las que existen pacientes con Ebola.

En algunos aspectos, la formulacidén liquida estable comprende mas de un
anticuerpo, por ejemplo, es un coctel que comprende, por ejemplo, dos o tres
anticuerpos anti-EBOV. Las formulaciones estables de cécteles de anticuerpos
son dificiles. La exposicion de los agentes terapéuticos proteicos en bolsas IV a
temperatura ambiente y luz visible es a corto plazo, de modo que esas
condiciones leves tipicamente no inducen la degradaciéon del producto. Sin
embargo, durante el almacenamiento a largo plazo, las proteinas individuales
tipicamente experimentan ciertos procesos de degradacion, que incluyen el
aumento de las interacciones intermoleculares de atraccidn proteina-proteina,
aumento de la viscosidad y afectacion de la integridad estructural. Las
condiciones de estrés presentes durante la fabricacion de la coformulacion, su
transporte, almacenamiento, manipulacion y administracién al paciente pueden
afectar lo que se convierte en una desventaja critica del producto: agregacion,
desamidacion, oxidacion, etc. Ademas, las condiciones de coformulacion pueden
conducir a la formacién de agregados heterogéneos. Ver Svitel y otros,
BioProcess International, 2019; Patel y otros, Journal of Pharmaceutical Sciences,
107: 3032-3046, 2018; y Mueller y otros, Journal of Pharmacy and Pharmacology,
70: 666-674, 2018.

Antes de describir los métodos de la presente, debe entenderse que esta
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invencion no se limita a los métodos y condiciones experimentales particulares
descritas, ya que tales métodos y condiciones pueden variar. Debe entenderse
también que la terminologia que se usa en la presente descripcion es solamente a
efectos de describir unicamente modalidades particulares, y no pretende ser
limitante, ya que el alcance de la presente divulgacion solo se limitara por las
reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y
cientificos usados en la presente descripcién tienen el mismo significado que
entiende comunmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Como se usa en la presente descripcion, el término “aproximadamente”, cuando
se usa en referencia a un valor o intervalo de valores numéricos mencionado
particular, significa que el valor puede variar respecto al valor mencionado en no
mas de 1 %. Por ejemplo, como se usa en la presente descripcion, la expresion
“aproximadamente 100” incluye 99 y 101 y todos los valores entre ellos (por
ejemplo, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, etc.). Aunque cualquiera de los métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente descripcion
pueden usarse en la practica o prueba de la presente divulgacién, se describen
ahora métodos y materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en
la presente descripcion se incorporan en la presente descripcidon como referencia
en su totalidad.

Como se usa en la presente descripcion, la expresion “formulacién farmacéutica”
significa una combinacién de al menos un ingrediente activo (por ejemplo, una
molécula pequena, macromolécula, compuesto, etc. que puede ejercer un efecto
biolégico en un animal humano o no humano), y al menos un ingrediente inactivo
que, cuando se combina con el ingrediente activo o uno 0 mas ingredientes
inactivos adicionales, es adecuado para la administracion terapéutica a un animal
humano o no humano. El término “formulacién”, como se usa en la presente
descripcion, significa “formulacion farmacéutica”, a menos que se indique
especificamente de cualquier otra manera. La presente divulgacion proporciona
formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos un polipéptido
terapéutico. De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el
polipéptido terapéutico es un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de
este, que se une especificamente al virus del Ebola (EBOV). Mas

especificamente, la presente divulgacion incluye formulaciones farmacéuticas
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estables que comprenden: (i) uno o mas anticuerpos humanos que se unen
especificamente a EBOV (ii) un amortiguador de histidina; (iii) un cosolvente
organico que es un surfactante no idénico; y (iv) un estabilizador que es un
carbohidrato. En una modalidad particular, la formulacion farmacéutica estable
comprende: (i) tres anticuerpos humanos que se unen especificamente a EBOV
(i) un amortiguador de histidina; (iii) un cosolvente organico que es un surfactante
no ionico; y (iv) un estabilizador que es un carbohidrato. Los componentes y
formulaciones ilustrativos especificos incluidos dentro de la presente divulgacion
se describen en detalle a continuacion.

Anticuerpos que se unen especificamente a EBOV

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden comprender
un anticuerpo humano, o un fragmento de union al antigeno de este, que se une
especificamente a EBOV. Como se usa en la presente descripcion, el término
“EBOV” significa virus del Ebola. Los anticuerpos contra EBOV se describen, por
ejemplo, en las patentes/publicaciones de Estados Unidos nums. 10,501,526
10,081,670, 9,771,414, 6,630,144, 6,875,433, 7,335,356 y 8,513,391, y en los
documentos WO 2016/123019, EP1539238, EP2350270 y EP8513391.

El término “anticuerpo”, tal como se usa en la presente descripcion, generalmente
pretende referirse a moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro
cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro, asi como también multimeros de estas (por
ejemplo, IgM); sin embargo, las moléculas de inmunoglobulina que consisten solo
en cadenas pesadas (es decir, que carecen de cadenas ligeras) también se
incluyen dentro de la definicion del término "anticuerpo”. Cada cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en la presente
descripciéon como HCVR o VH) y una regién constante de cadena pesada. La
region constante de cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3.
Cada cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera (abreviada
en la presente descripcion como LCVR o VL) y una regién constante de cadena
ligera. La region constante de cadena ligera comprende un dominio (CL1). Las
regiones Vu y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones mas conservadas, denominadas regiones

marco (FR). Cada Vu y VL se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestas
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desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

A menos que se indique especificamente de cualquier otra manera, se entendera
que el término "anticuerpo”, como se usa en la presente descripcion, incluye
moléculas de anticuerpos completos asi como también fragmentos de unién al
antigeno de estos. El término “porcién de unién al antigeno” o “fragmento de
unién al antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcion de anticuerpo” o
“fragmento de anticuerpo”), como se usa en la presente descripcion, se refiere a
uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse
especificamente a EBOV o a un epitopo de este.

Un "anticuerpo aislado”, tal como se usa en la presente descripcion, pretende
referirse a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado
que se une especificamente a EBOV esta sustancialmente libre de anticuerpos
que se unen especificamente a antigenos distintos del EBOV).

El término "se une especificamente”, o similares, significa que un anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno de este forma un complejo con un antigeno que
es relativamente estable en condiciones fisioldgicas. La unién especifica puede
caracterizarse por una constante de disociacion de al menos aproximadamente
1x10® M o mayor. Los métodos para determinar si dos moléculas se unen
especificamente se conocen bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, dialisis de
equilibrio, resonancia de plasmones superficiales, y similares. En el contexto de la
presente divulgaciéon, se considera que los anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, biespecificos) que se unen a EBOV asi como también a uno o mas
antigenos adicionales se "unen especificamente" a EBOV. Ademas, un anticuerpo
aislado puede estar sustancialmente libre de otros materiales celulares o
sustancias quimicas.

Los anticuerpos anti-EBOV ilustrativos que pueden incluirse en las formulaciones
farmacéuticas de la presente divulgacion se exponen en las publicaciones de
solicitud de patente US 2016/0215040 y WO 2016/123019, cuyas descripciones
se incorporan como referencia en su totalidad. De particular interés son los tres
anticuerpos H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P divulgados en ellas y
formulados independientemente o en cualquier combinacién en una formulacion

farmacéutica estable.
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De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una regién
determinante de complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO:
4, una HCDR2 de SEQ ID NO: 6 y una HCDR3 de SEQ ID NO: 8. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una HCVR de SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una region
determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO:
12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una LCVR de SEQ ID NO: 10.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de union al antigeno de este, comprende una LCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que tiene no mas de
5 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de union al antigeno de este, comprende una LCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 que tiene no mas
de 2 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una region
determinante de complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO:
22, una HCDR2 de SEQ ID NO: 24 y una HCDR3 de SEQ ID NO: 26. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una HCVR de SEQ ID NO: 20.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo

anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una regién
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determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR)1 de SEQ ID NO:
30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una LCVR de SEQ ID NO: 28.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de union al antigeno de este, comprende una LCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 28.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 que tiene no mas
de 5 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de union al antigeno de este, comprende una LCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28 que tiene no mas
de 2 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una region
determinante de complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO:
40, una HCDR2 de SEQ ID NO: 42 y una HCDR3 de SEQ ID NO: 44. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una HCVR de SEQ ID NO: 38.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una regién
determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR)1 de SEQ ID NO:
48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este,
comprende una LCVR de SEQ ID NO: 46.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 38.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anticuerpo
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anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una LCVR que
tiene 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 46.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una HCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 que tiene no mas
de 5 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anticuerpo
anti-EBOV, o fragmento de union al antigeno de este, comprende una LCVR que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46 que tiene no mas
de 2 sustituciones de aminoacidos.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, una formulacion
farmacéutica liquida estable comprende uno o mas de los anticuerpos anti-EBOV,
o fragmentos de unién al antigeno de estos, como se describidé anteriormente.

La identidad de secuencia puede medirse mediante cualquier método conocido en
la técnica (por ejemplo, GAP, BESTFIT y BLAST).

La presente divulgacion también incluye formulaciones liquidas estables que
comprenden anticuerpos anti-EBOV, en donde los anticuerpos anti-EBOV
comprenden variantes de cualquiera de las secuencias de aminoacidos de HCVR,
LCVR y/o CDR divulgadas en la presente descripciébn que tienen una o mas
sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos
conservadoras. llustrativamente, la presente divulgacion incluye formulaciones
que comprenden anticuerpos anti-EBOV que tienen secuencias de aminoacidos
de HCVR, LCVR y/o CDR con, por ejemplo, 10 o menos, 8 0 menos, 6 o0 menos, 4
0 menos, etc. sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, sustituciones de
aminoacidos conservadoras con relacion a cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de HCVR, LCVR y/o CDR divulgadas en la presente descripcion.

En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-EBOV comprende una region Fc
elegida del grupo que consiste en los isotipos IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 humanos.
De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anti-EBOV, o
fragmento de unién al antigeno de este, comprende una cadena pesada de SEQ
ID NO: 17 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 18.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, el anti-EBOV, o
fragmento de unién al antigeno de este, comprende una cadena pesada de SEQ

ID NO: 35 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 36.
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De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacién, el anti-EBOV, o
fragmento de unién al antigeno de este, comprende una cadena pesada de SEQ
ID NO: 53 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 54.

Se conoce bien en la técnica que la escision terminal de aminoacidos puede
producirse durante la produccion de anticuerpos (ver, por ejemplo, Wang y otros
2007, J. Pharma. Sci. 96: 1-26). En consecuencia, en ciertas modalidades, el
anticuerpo anti-EBOV comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en
donde la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
17, en donde la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 35 o en donde la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 53. En algunos aspectos, a la cadena pesada le falta la lisina C-
terminal de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17. En algunos
aspectos, a la cadena pesada le falta la lisina C-terminal de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 35. En algunos aspectos, al amino de cadena
pesada le falta la lisina C-terminal de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53. En ciertas modalidades, las formulaciones de la presente divulgacion
contienen aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente
70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %,
aproximadamente 98 % o mas del anticuerpo anti-EBOV en donde la lisina C-
terminal esta ausente.

La cantidad de anticuerpo, combinacion de anticuerpos, o fragmento(s) de union
al antigeno de estos, contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas
liquidas estables de la presente divulgacion puede variar en dependencia de las
propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi como también las
circunstancias y propositos particulares para los cuales se prevé usar las
formulaciones. Por ejemplo, puede ser necesario enviar formulaciones que
comprenden uno 0 mas anticuerpos anti-EBOV desde el sitio de fabricacién hasta
areas remotas del mundo, por ejemplo, el Congo u otras partes de Africa, donde
las formulaciones pueden exponerse a la agitacién durante el transito y/o a altas
temperaturas durante el transito o en el punto de atencién.

En ciertas modalidades, las formulaciones farmacéuticas son formulaciones
liquidas estables que pueden contener 5 + 0,75 mg/ml a 250 + 37,5 mg/ml de

anticuerpo total; 10 £ 1,5 mg/ml a 240 + 36 mg/ml de anticuerpo total; 20 +
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3,0 mg/ml a 230 + 34,5 mg/ml de anticuerpo total; 25 + 3,75 mg/ml a 240 +
36 mg/ml de anticuerpo total; 50 + 7,5 mg/ml a 230 + 34,5 mg/ml de anticuerpo
total; 60 + 9 mg/ml a 240 + 36 mg/ml de anticuerpo total; 70 + 10,5 mg/ml a 230 +
34,5 mg/ml de anticuerpo total; 80 + 12 mg/ml a 220 + 33 mg/ml de anticuerpo
total; 90 + 13,5 mg/ml a 210 + 31,5 mg/ml de anticuerpo total; 100 + 15 mg/ml a
200 £+ 30 mg/ml de anticuerpo total; 110 =+ 16,5 mg/ml a 190 + 28,5 mg/ml de
anticuerpo total; 120 £ 18 mg/ml a 180 + 27 mg/ml de anticuerpo total; 130 +
19,5 mg/ml a 170 + 25,5 mg/ml de anticuerpo total; 140 + 21 mg/ml a 160 +
24 mg/ml de anticuerpo total; 150 + 22,5 mg/ml de anticuerpo total; o 175 +
26,25 mg/ml. Por ejemplo, las formulaciones de la presente divulgacion pueden
comprender aproximadamente 5 mg/ml; aproximadamente 10 mg/ml;
aproximadamente 15 mg/ml; aproximadamente 20 mg/ml; aproximadamente
25 mg/ml; aproximadamente 30 mg/ml; aproximadamente 35 mg/ml;
aproximadamente 40 mg/ml; aproximadamente 45 mg/ml; aproximadamente
50 mg/ml; aproximadamente 55 mg/ml; aproximadamente 60 mg/mi;
aproximadamente 65 mg/ml; aproximadamente 70 mg/ml; aproximadamente
75 mg/ml; aproximadamente 80 mg/ml; aproximadamente 85 mg/mi;
aproximadamente 90 mg/ml; aproximadamente 95 mg/ml; aproximadamente
100 mg/ml; aproximadamente 105 mg/ml; aproximadamente 110 mg/ml;
aproximadamente 115 mg/ml; aproximadamente 120 mg/ml; aproximadamente
125 mg/ml; aproximadamente 130 mg/ml; aproximadamente 135 mg/ml;
aproximadamente 140 mg/ml; aproximadamente 145 mg/ml; aproximadamente
150 mg/ml; aproximadamente 155 mg/ml; aproximadamente 160 mg/ml;
aproximadamente 165 mg/ml; aproximadamente 170 mg/ml; aproximadamente
175 mg/ml; aproximadamente 180 mg/ml; aproximadamente 185 mg/ml;
aproximadamente 190 mg/ml; aproximadamente 195 mg/ml; aproximadamente
200 mg/ml; aproximadamente 205 mg/ml; aproximadamente 210 mg/ml;
aproximadamente 215 mg/ml; aproximadamente 220 mg/ml; aproximadamente
225 mg/ml; aproximadamente 230 mg/ml; aproximadamente 235 mg/mi;
aproximadamente 240 mg/ml; aproximadamente 245 mg/ml; o aproximadamente
250 mg/ml de anticuerpo total o fragmento(s) de unién al antigeno de este, que se
une(n) especificamente a EBOV.

Excipientes y ph
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Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacién comprenden uno o
mas excipientes. El término “excipiente”, como se usa en la presente divulgacion,
significa cualquier agente no terapéutico afiadido a la formulacion para
proporcionar una consistencia, viscosidad o efecto estabilizador deseados.

En ciertas modalidades, la formulacion farmacéutica divulgada en la presente
descripcion comprende al menos un cosolvente organico en un tipo y en una
cantidad que estabiliza el anticuerpo contra EBOV en condiciones de
manipulacion o agitacion bruscas, tales como, por ejemplo, agitacion en vortex,
agitacién orbital y choque. En algunas modalidades, por “estabiliza” se entiende la
prevencion de la formacion de anticuerpo agregado, por ejemplo, la prevencion de
la formacion de mas de 0 % de anticuerpo agregado, o mas de 1 % de anticuerpo
agregado, o mas de 3 % de anticuerpo agregado de la cantidad total de
anticuerpo (en una base molar) durante el transcurso de la manipulacién brusca.
En algunas modalidades, el cosolvente estabiliza la formulacién para evitar la
formacién de 0 % a 3 % de anticuerpo agregado. En algunas modalidades, el
cosolvente estabiliza la formulacion para evitar la formacién de mas de 0 % de
anticuerpo agregado. En algunas modalidades, la manipulacion brusca es la
agitacion en vortex de una solucion que contiene el anticuerpo y el cosolvente
organico durante aproximadamente 60 minutos o aproximadamente 120 minutos.

En ciertas modalidades, el cosolvente organico es un surfactante no iénico, tal
como un poli(éxido de etilen) alquilo. Los surfactantes no idnicos especificos que
pueden incluirse en las formulaciones de la presente divulgacién incluyen, por
ejemplo, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato 28, polisorbato 40,
polisorbato 60, polisorbato 65, polisorbato 80, polisorbato 81 y polisorbato 85;
poloxameros tales como poloxamero 181, poloxamero 188, poloxamero 407; o
polietilenglicol (PEG). El polisorbato 20 también se conoce como TWEEN 20,
monolaurato de sorbitan y monolaurato de polioxietilenosorbitan. El poloxamero
188 también se conoce como PLURONIC F68.

La cantidad de surfactante no idnico contenida dentro de las formulaciones
farmacéuticas de la presente divulgacion puede variar en dependencia de las
propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi como también las
circunstancias y propositos particulares para los cuales se prevé usar las
formulaciones. En ciertas modalidades, las formulaciones pueden contener

0,01% + 0,006 % a 05 % = 0,25 % de surfactante. Por ejemplo, las
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formulaciones de la presente divulgacion pueden comprender aproximadamente

0,005 %; aproximadamente 0,01 %; aproximadamente 0,02 %;

0,03 %;
0,06 %;
0,09 %;
0,12 %;
0,15 %;
0,18 %;
0,21 %;
0,24 %;
0,27 %;
0,30 %;
0,45 %;

aproximadamente 0,04 %;

aproximadamente 0,07 %;

aproximadamente 0,05 %;

aproximadamente 0,08 %;

aproximadamente 0,1 %; aproximadamente 0,11 %;

aproximadamente 0,13 %;
aproximadamente 0,16 %;
aproximadamente 0,19 %;
aproximadamente 0,22 %;
aproximadamente 0,25 %;
aproximadamente 0,28 %;
aproximadamente 0,35 %;

aproximadamente 0,46 %;

aproximadamente 0,14 %;
aproximadamente 0,17 %;
aproximadamente 0,20 %;
aproximadamente 0,23 %;
aproximadamente 0,26 %;
aproximadamente 0,29 %;
aproximadamente 0,40 %;

aproximadamente 0,47 %;

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

0,48 %;
0,55 %; o aproximadamente 0,575 % de polisorbato 20 o polisorbato 80.

aproximadamente 0,49 %; aproximadamente 0,50 %; aproximadamente
Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacidn también pueden
comprender uno o mas estabilizadores en un tipo y en una cantidad que estabilice
el anticuerpo contra EBOV en condiciones de estrés térmico. En algunas
modalidades, por “estabiliza” se entiende mantener mas de aproximadamente
91 % del anticuerpo en una conformacion nativa cuando la solucion que contiene
el anticuerpo y el estabilizador térmico se mantiene a aproximadamente 45 °C
durante al menos aproximadamente 28 dias. En algunas modalidades, por
“estabiliza” se entiende en donde menos de aproximadamente 6 % del anticuerpo
se agrega cuando la solucion que contiene el anticuerpo y el estabilizador térmico
se mantiene a aproximadamente 45 °C durante al menos aproximadamente 28
dias. Como se usa en la presente descripcion, “nativa” significa la forma principal
del anticuerpo por exclusion por tamafo, que generalmente es un mondmero
intacto del anticuerpo. El término “nativa” también se refiere a la forma no
agregada y no degradada del anticuerpo.

En algunas modalidades, el estabilizador térmico es un poliol. En algunas
modalidades, el estabilizador térmico es un aminoacido. En algunos aspectos, el
estabilizador térmico es un azucar tal como sacarosa. La cantidad de estabilizador
contenida dentro de la formulacion puede variar en dependencia de las

circunstancias especificas y los propdsitos previstos para los cuales se usa la
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formulacién. En ciertas modalidades, las formulaciones pueden contener
aproximadamente 1 % a aproximadamente 15 % de azucar; aproximadamente
2% a aproximadamente 14 % de azucar; aproximadamente 3 % a
aproximadamente 13 % de azucar; aproximadamente 4 % a aproximadamente
12 % de azucar; aproximadamente 5 % a aproximadamente 12 % de azucar;
aproximadamente 6 % a aproximadamente 11 % de azucar; aproximadamente
7% a aproximadamente 10 % de azucar; aproximadamente 8 % a
aproximadamente 11 % de azucar; o aproximadamente 9 % a aproximadamente
11 % de azucar. Por ejemplo, las formulaciones farmacéuticas de la presente
divulgacion pueden comprender 4 %+ 0,8 %; 5 % £ 1 %; 6 % + 1,2 %; 7 % £1,4 %;
8% + 1,6 %;9%+18%;10 % +£2 %; 11 %+22%;12 % +2,4 %; 13 % *
2,6 %; o aproximadamente 14 % + 2,8 % de azucar (por ejemplo, sacarosa).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacién también pueden
comprender un amortiguador o sistema amortiguador, que sirve para mantener un
pH estable y ayudar a estabilizar el anticuerpo contra EBOV. El término
“amortiguador” como se usa en la presente descripcion indica un amortiguador
farmacéuticamente aceptable que mantiene un pH estable o resiste los cambios
en el pH de la solucién. En modalidades preferidas, el amortiguador comprende
histidina. En el contexto de esta divulgacion, “amortiguador de histidina” o
“amortiguador que comprende histidina” es un amortiguador que comprende el
aminoacido histidina. Los ejemplos de amortiguadores de histidina incluyen
cloruro de histidina, acetato de histidina, fosfato de histidina y sulfato de histidina.
En una modalidad, el amortiguador de histidina se prepara al disolver L-histidina y
clorhidrato de L-histidina (por ejemplo, como monohidrato) en una cantidad y
relacion definidas. En una modalidad, el amortiguador de histidina se prepara
mediante la titulacion de L-histidina (base libre, sdlida) con acido clorhidrico
diluido. El término “histidina” se usa indistintamente con “amortiguador de
histidina” a lo largo de esta divulgaciéon. En algunas modalidades, por “estabiliza”
se entiende en donde menos de 10 % + 0,5 % del anticuerpo se agrega cuando la
solucion que contiene el anticuerpo y el amortiguador se mantiene a
aproximadamente 45 °C durante al menos aproximadamente 28 dias. En algunas
modalidades, por “estabiliza” se entiende en donde menos de 5 % + 0,5 % o

menos de 4 % * 0,5 % del anticuerpo se agrega cuando la solucién que contiene
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el anticuerpo y el amortiguador se mantiene a aproximadamente 25 °C hasta
aproximadamente tres meses. En algunas modalidades, por “estabiliza” se
entiende en donde menos de 5 % + 0,5 % o menos de 4 % + 0,5 % del anticuerpo
se agrega cuando la soluciéon que contiene el anticuerpo y el amortiguador se
mantiene a aproximadamente 5 °C hasta aproximadamente 36 meses. En
algunas modalidades, por “estabiliza” se entiende en donde al menos 90 % +
0,5 % o al menos 94 % + 0,5 % del anticuerpo esta en su conformacién nativa
segun se determina por cromatografia de exclusion por tamafio cuando la
solucion que contiene el anticuerpo y el amortiguador se mantiene a
aproximadamente 45 °C durante al menos aproximadamente 28 dias. En algunas
modalidades, por “estabiliza” se entiende en donde al menos 95 % + 0,5 % o al
menos 96 % + 0,5 % del anticuerpo estéd en su conformacién nativa segun se
determina por cromatografia de exclusion por tamafo cuando la solucién que
contiene el anticuerpo y el amortiguador se mantiene a aproximadamente 25 °C
hasta aproximadamente 3 meses. En algunas modalidades, por “estabiliza” se
entiende en donde al menos 95 % + 0,5 % o al menos 96 % = 0,5 % del
anticuerpo esta en su conformacion nativa segun se determina por cromatografia
de exclusiéon por tamafo cuando la solucion que contiene el anticuerpo y el
amortiguador se mantiene a aproximadamente 5 °C durante hasta
aproximadamente 12 meses. Por “nativa” o “conformacion nativa”, se entiende la
fraccion de anticuerpo que no se encuentra agregada ni degradada. Esto
generalmente se determina mediante un ensayo que mide el tamafio relativo de la
entidad del anticuerpo, tal como un ensayo cromatografico de exclusion por
tamano. El anticuerpo no agregado y no degradado eluye en una fracciéon que
equivale al anticuerpo nativo y generalmente es la fraccion de elucion principal. El
anticuerpo agregado eluye en una fraccion que indica un tamafo mayor que el
anticuerpo nativo. El anticuerpo degradado eluye en una fraccion que indica un
tamafo menor que el anticuerpo nativo.

En algunas modalidades, por “estabiliza” se entiende en donde al menos 18 % +
0,5 % del anticuerpo esta en su forma de carga principal segun se determina por
cromatografia de intercambio catiénico cuando la solucién que contiene el
anticuerpo y el amortiguador se mantiene a aproximadamente 45 °C durante al

menos aproximadamente 28 dias o al menos aproximadamente un mes. En
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algunas modalidades, por “estabiliza” se entiende en donde al menos 30 % +
0,5 % o al menos 35 % + 0,5 % del anticuerpo esta en su forma de carga principal
segun se determina por cromatografia de intercambio catiénico cuando la solucién
que contiene el anticuerpo y el amortiguador se mantiene a aproximadamente
25 °C hasta aproximadamente 3 meses. En algunas modalidades, por “estabiliza”
se entiende en donde al menos 30 % + 0,5 % o al menos 34 % + 0,5 % del
anticuerpo esta en su forma de carga principal segun se determina por
cromatografia de intercambio catiénico cuando la solucidn que contiene el
anticuerpo y el amortiguador se mantiene a aproximadamente 5 °C durante hasta
aproximadamente 12 meses. Por “carga principal” o “forma de carga principal”, se
entiende la fraccion de anticuerpo que eluye de una resina de intercambio iénico
en el pico principal, que generalmente esta flanqueada por picos mas “basicos” de
un lado y picos mas “acidos” del otro lado.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden tener un pH
de aproximadamente 5,2 a aproximadamente 6,4. Por ejemplo, las formulaciones
de la presente divulgacion pueden tener un pH de aproximadamente 5,5;
aproximadamente 5,6; aproximadamente 5,7; aproximadamente 5,8;
aproximadamente 5,9; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,1;
aproximadamente 6,2; aproximadamente 6,3; aproximadamente 6,4; o
aproximadamente 6,5. En algunas modalidades, el pH es 6,0 + 0,4; 6,0 +£ 0,3; 6,0
+0,2; 6,0+ 0,1; aproximadamente 6,0; o 6,0.

En algunas modalidades, el amortiguador o sistema amortiguador comprende al
menos un amortiguador que tiene un intervalo de amortiguacion que se
superpone completamente o en parte con el intervalo de pH 5,5 — 7,4. En ciertas
modalidades, el amortiguador comprende un amortiguador de histidina. En ciertas
modalidades, el amortiguador de histidina esta presente a una concentracién de
5mM+t1TmMatsmM+3mM; 6 mM+t12mMai14d mM+28 mM; 7 mM +
1,4mMa1i3mM+26mM;8mM+t16mMat12mM+24mM;9mM+1,8mMa
11 mM + 22 mM; 10 mM + 2 mM; o aproximadamente 10 mM. En ciertas
modalidades, el sistema amortiguador comprende histidina a 10 mM + 2 mM, a un
pH de 6,0 £ 0,3. En ciertas modalidades, el amortiguador de histidina comprende
L-histidina y monoclorhidrato de L-histidina monohidratado. En una modalidad, el

amortiguador de histidina comprende L-histidina a una concentracion de 4,8 mM =+
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0,96 mM. En una modalidad, el amortiguador de histidina comprende
monoclorhidrato de L-histidina monohidratado a una concentracion de 5,2 mM =+
1,04 mM. En una modalidad, el amortiguador de histidina comprende L-histidina a
una concentracion de 4,8 mM £ 0,96 mM y monoclorhidrato de L-histidina
monohidratado a una concentracion de 5,2 mM £ 1,04 mM.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacién también pueden
comprender uno 0 mas excipientes que sirven para mantener una viscosidad
reducida o para reducir la viscosidad de las formulaciones que contienen una alta
concentracion de sustancia farmacéutica de anticuerpo anti-EBOV (por ejemplo,
generalmente = 150 mg/ml de anticuerpo). En ciertas modalidades, el modificador
de la viscosidad es un aminoacido tal como prolina o histidina.

Durante el proceso de purificacion de anticuerpos, puede desearse o ser
necesario intercambiar un amortiguador por otro para lograr concentraciones de
excipientes, concentracion de anticuerpos, pH, etc., adecuados. El intercambio de
amortiguador puede lograrse, por ejemplo, mediante ultrafiltracidon/diafiltracion
(UF/DF) mediante el uso, por ejemplo, de una membrana de filtracién de flujo
tangencial semipermeable. Sin embargo, el uso de dichas técnicas tiene el
potencial de provocar el efecto Gibbs-Donnan [Bolton y otros, 2011, Biotechnol.
Prog. 27(1):140-152]. La acumulacién de carga positiva en el lado del producto de
la membrana durante la concentracidon de proteina se contrarresta eléctricamente
mediante el movimiento preferencial de los iones positivos hacia el lado opuesto
de la membrana. La posible consecuencia de este fendbmeno es que las
concentraciones finales de ciertos componentes (por ejemplo, histidina, etc.)
pueden ser menores que las concentraciones objetivo previstas de estos
componentes debido a la repulsidon electrostatica de los excipientes
amortiguadores de diafiltracion con carga positiva a la proteina de anticuerpo con
carga positiva durante la etapa de UF/DF. Por lo tanto, la presente divulgacion
incluye formulaciones en las que la concentracion de, por ejemplo, histidina varia
respecto a las cantidades o intervalos mencionados en la presente descripcion
debido al efecto Gibbs-Donnan.

La exclusién de volumen describe el comportamiento de muestras altamente
concentradas en las que el soluto capta una porcién significativa del volumen total

de la solucion, especialmente moléculas grandes tales como proteinas, que
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excluyen el cosolvente de este espacio. Esto disminuye por tanto el volumen total
de cosolvente disponible para otros solutos a disolver, o que puede dar como
resultado una distribucion desigual a través de la membrana de ultrafiltracién. Por
lo tanto, la presente divulgacion incluye formulaciones en las que la
concentracion, por ejemplo, de histidina puede variar respecto a las cantidades o
intervalos mencionados en la presente descripcion debido al efecto de exclusion
de volumen.

Durante la fabricacion de las formulaciones de la presente divulgacion, pueden
producirse variaciones en la composicion de la formulacion. Estas variaciones
pueden incluir la concentracién del ingrediente activo, la concentracion de los
excipientes y/o el pH de la formulaciéon. Dado que los cambios en cualquiera de
estos parametros podrian afectar potencialmente la estabilidad o potencia del
producto farmacéutico, se realizaron estudios de solidez de la formulacion para
evaluar si las variaciones en la composicion, dentro de los intervalos definidos,
afectarian la estabilidad o potencia del anticuerpo. En consecuencia, la presente
divulgacién incluye formulaciones que comprenden anticuerpos anti-EBOV que
son estables y retienen la potencia con hasta 50 % de variacibn en la
concentracion de excipientes. Por ejemplo, en la presente descripcion se incluyen
formulaciones de anticuerpos anti-EBOV, en donde la estabilidad y potencia de
dichas formulaciones no se ve afectada por una variacion de £ 10 %, £ 20 %, +
30 %, £ 40 % o £ 50 % en la concentracion de anticuerpo, sacarosa, amortiguador
de histidina y/o polisorbato.

Estabilidad y viscosidad de las formulaciones farmacéuticas

Como se ilustra en los ejemplos a continuacion, los presentes inventores han
hecho el descubrimiento sorprendente de que pueden obtenerse formulaciones
liquidas estables que comprenden altas concentraciones de uno o mas
anticuerpos anti-EBOV (por ejemplo, aproximadamente 50 mg/ml o
aproximadamente 100 mg/ml) mediante la formulacion del anticuerpo con
aproximadamente 0,1 % de polisorbato 80, aproximadamente 10 % de sacarosa y
aproximadamente 10 mM de amortiguador de histidina. En algunos aspectos, las
formulaciones liquidas estables comprenden tres anticuerpos anti-EBOV a
concentraciones totales de anticuerpos de 50 mg/ml o 100 mg/ml, 0,1 % de
polisorbato 80, 10 % de sacarosa y aproximadamente 10 nM de amortiguador de

histidina a un pH de aproximadamente 6. Tales formulaciones, incluso aquellas
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que contienen tres anticuerpos diferentes, son estables frente al estrés durante la
manipulacion brusca y al almacenamiento a temperaturas que varian de -80 °C a
45 °C, tal como -30 °C, -20 °C, 5 °C, 25 °C, (mostrado en la presente descripcion)
y tienen baja viscosidad (tienen una viscosidad por debajo de 5 cP).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion tipicamente exhiben
altos niveles de estabilidad. El término “estable”, como se usa en la presente
descripcion en referencia a las formulaciones farmacéuticas, significa que los
anticuerpos dentro de las formulaciones farmacéuticas retienen un grado
aceptable de estructura quimica o funcion biolégica después del almacenamiento
en condiciones definidas. Una formulacion puede ser estable aunque el
anticuerpo contenido en ella no mantenga el 100 % de su estructura quimica o
funcion bioldgica después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo
definida. En ciertas circunstancias, el mantenimiento de aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 % o aproximadamente 99 % de la estructura o funcién de un
anticuerpo después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida
puede considerarse como “estable”.

La estabilidad puede medirse, entre otras, mediante la determinacion del
porcentaje de anticuerpo nativo que permanece en la formulacion después del
almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida a una temperatura
definida. El porcentaje de anticuerpo nativo puede determinarse, entre otras,
mediante cromatografia de exclusion por tamafo (por ejemplo, cromatografia
liquida de ultra rendimiento de exclusion por tamafio [SE-UPLC]), de manera que
el término nativo significa no agregado y no degradado. Un “grado aceptable de
estabilidad”, tal como se usa esa frase en la presente descripcion, significa que al
menos 90 % de la forma nativa del anticuerpo puede detectarse en la formulacion
después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida a una
temperatura dada. En ciertas modalidades, al menos aproximadamente 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de la forma
nativa del anticuerpo puede detectarse en la formulacion después del
almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida a una temperatura
definida. La cantidad de tiempo definida después de la cual se mide la estabilidad
puede ser de al menos 14 dias, al menos 28 dias, al menos 1 mes, al menos 2

meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6
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meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10
meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos
24 meses o mas. La temperatura definida a la que puede almacenarse la
formulacién farmacéutica cuando se evalua la estabilidad puede ser cualquier
temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo,
almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °-8 °C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 37 °C, aproximadamente 40 °C, o aproximadamente 45 °C. Por
ejemplo, una formulacion farmacéutica puede considerarse estable si después de
28 dias de almacenamiento a 40 °C/75 % de humedad (HR), se detecta mas de
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 % o 98 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC.
Una formulacion farmacéutica puede considerarse estable si después de 12
meses de almacenamiento a 5 °C, se detecta mas de aproximadamente 95 %,
96 %, 97 % o 98 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC. Una formulacion
farmaceéutica también puede considerarse estable si después de 3 meses de
almacenamiento a 25 °C, se detecta mas de aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %
0 98 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC. Una formulacién farmacéutica también
puede considerarse estable si después de 28 dias de almacenamiento a 45 °C, se
detecta mas de aproximadamente 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % o
96 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC. Una formulacion farmacéutica también
puede considerarse estable si después de 12 meses de almacenamiento a -20 °C,
se detecta mas de aproximadamente 96 %, 97 % o 98 % de anticuerpo nativo por
SE-UPLC. Una formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si
después de 12 meses de almacenamiento a -30 °C, se detecta mas de
aproximadamente 96 %, 97 % o 98 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC. Una
formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después de 12
meses de almacenamiento a -80 °C, se detecta mas de aproximadamente 96 %,
97 % 0 98 % de anticuerpo nativo por SE-UPLC.

La estabilidad puede medirse, entre otras, mediante la determinacion del
porcentaje de anticuerpo que forma un agregado dentro de la formulacion
después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida a una
temperatura definida, en donde la estabilidad es inversamente proporcional al por

ciento de agregado que se forma. El porcentaje de anticuerpo agregado puede
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determinarse entre otras, mediante cromatografia de exclusién por tamafio (por
ejemplo, cromatografia liquida de ultra rendimiento de exclusion por tamafo [SE-
UPLC]). Un “grado aceptable de estabilidad”, tal como se usa esa frase en la
presente descripcion, significa que a lo maximo 5 % del anticuerpo esta en una
forma agregada (también indicada como la forma de peso molecular alto — HMW)
detectada en la formulacién después del almacenamiento durante una cantidad
de tiempo definida a una temperatura dada. En ciertas modalidades, un grado
aceptable de estabilidad significa que a lo maximo aproximadamente 5 %, 4 %,
3%, 2 %,1%,0,5% o0,1 % del anticuerpo puede detectarse en un agregado en
la formulacion después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo
definida a una temperatura dada. La cantidad de tiempo definida después de la
cual se mide la estabilidad puede ser de al menos 2 semanas, al menos 28 dias,
al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al
menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al
menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al
menos 18 meses, al menos 24 meses 0 mas. La temperatura a la que puede
almacenarse la formulacion farmacéutica al evaluar la estabilidad puede ser
cualquier temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, por
ejemplo, almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °-8 °C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 37 °C, aproximadamente 40 °C o aproximadamente 45 °C. Por
ejemplo, una formulacion farmacéutica puede considerarse estable si después de
12 meses de almacenamiento a 5 °C, menos de aproximadamente 2 %, 1 %,
0,5 % 0 0,1 % del anticuerpo se detecta en una forma agregada. Una formulacién
farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres meses de
almacenamiento a 25 °C, menos de aproximadamente 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %
o0 0,1 % del anticuerpo se detecta en una forma agregada. Una formulacion
farmacéutica también puede considerarse estable si después de 28 dias de
almacenamiento a 40 °C/75 % de HR, se detecta menos de aproximadamente
4%, 3 %, 2 %, 1%, 0,5 % o 0,1 % del anticuerpo en una forma agregada. Una
formulacién farmaceéutica también puede considerarse estable si después de 28
dias de almacenamiento a 45 °C, menos de aproximadamente 10 %, 9 %, 8 %,

7%, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %,2 %, 1% o 0,5 %, del anticuerpo se detecta en una
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forma agregada. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse
estable si después de tres meses de almacenamiento a -20 °C, -30 °C o -80 °C
menos de aproximadamente 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % o 0,1 % del anticuerpo se
detecta en una forma agregada.

La estabilidad puede medirse, entre otras, mediante la determinacion del
porcentaje de anticuerpo que migra en una fraccion mas acida durante el
intercambio i6nico (“forma acida”) que en la fraccion principal de anticuerpo
(“forma de carga principal”), en donde la estabilidad es inversamente proporcional
a la fraccion de anticuerpo en la forma acida. Si bien no se desea limitarse a la
teoria, la desamidacion del anticuerpo puede provocar que el anticuerpo se
cargue mas negativamente y, por lo tanto, sea mas acido con relacion al
anticuerpo no desamidado (ver, por ejemplo, Robinson, N., Protein Deamidation,
PNAS, 16 de abril de 2002, 99(8):5283-5288). El porcentaje de anticuerpo
“acidificado” puede determinarse, entre otras, mediante cromatografia de
intercambio iénico (por ejemplo, cromatografia liquida de ultra rendimiento de
intercambio catidnico [CEX-UPLC]). Un “grado aceptable de estabilidad”, tal como
se usa esa frase en la presente descripcion, significa que a lo maximo 45 % del
anticuerpo esta en una forma mas acida detectada en la formulacion después del
almacenamiento durante una cantidad de tiempo definida a una temperatura
definida. En ciertas modalidades, un grado aceptable de estabilidad significa que
a lo maximo aproximadamente 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %,
4%, 3 %, 2%, 1%, 0,5% o0,1 % del anticuerpo puede detectarse en una forma
acida en la formulacion después de su almacenamiento durante una cantidad de
tiempo definida a una temperatura dada. En una modalidad, un grado aceptable
de estabilidad significa que menos de 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %,
3%, 2 %,1%,0,5% o 0,1 % del anticuerpo puede detectarse en una forma acida
en la formulacion después del almacenamiento durante una cantidad de tiempo
definida a una temperatura dada. La cantidad de tiempo definida después de la
cual se mide la estabilidad puede ser de al menos 2 semanas, al menos 28 dias,
al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al
menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al
menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al
menos 18 meses, al menos 24 meses o0 mas. La temperatura a la que puede

almacenarse la formulacién farmacéutica cuando se evalla la estabilidad puede
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ser cualquier temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C,
por ejemplo, almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -
30 °C, aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4 °-
8 °C, aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C o aproximadamente 45 °C.
Por ejemplo, una formulacion farmacéutica puede considerarse estable si
después de tres meses de almacenamiento -80 °C, -30 °C o -20 °C menos de
aproximadamente 30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %,
20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %,
6 %, 5 %, 4 %, 3%, 2%, 1%, 0,5 % o0,1 % del anticuerpo esta en una forma
mas acida. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si
después de 12 meses de almacenamiento a 5 °C, menos de aproximadamente
32 %, 31 %, 30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %,
19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %,
5%, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % 00,1 % del anticuerpo esta en una forma mas
acida. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si
después de 3 meses de almacenamiento a 25 °C, menos de aproximadamente
43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 39 %, 38 %, 37 %, 36 %, 35 %, 34 %, 33 %, 32 %, 31 %,
30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %, 19 %, 18 %,
17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %,
2%, 1 %, 0,5 % o 0,1 % del anticuerpo esta en una forma mas acida. Una
formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después de 28
dias de almacenamiento a 45 °C, menos de aproximadamente 49 %, 48 %, 47 %,
46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 39 %, 38 %, 37 %, 36 %, 35 %, 34 %,
33 %, 32 %, 31 %, 30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %,
20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %,
6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %,1%,0,5% 00,1 % del anticuerpo puede detectarse en
una forma mas acida.

Otros métodos pueden usarse para evaluar la estabilidad de las formulaciones de
la presente divulgacion tales como, por ejemplo, calorimetria diferencial de barrido
(DSC) para determinar la estabilidad térmica, la agitacién controlada para
determinar la estabilidad mecanica y la absorbancia a aproximadamente 350 nm o
aproximadamente 405 nm para determinar las turbidez de la solucion. Por
ejemplo, una formulacion de la presente divulgacién puede considerarse estable

si, después de 6 o0 mas meses de almacenamiento a aproximadamente 5 °C a
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aproximadamente 25 °C, el cambio en la DO4os de la formulacion es menor que
aproximadamente 0,05 (por ejemplo, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01 o menos) respecto a la
DOu4o0s de la formulacién en el tiempo cero.

La medicién de la actividad bioldgica o afinidad de unidn del anticuerpo a su diana
también puede usarse para evaluar la estabilidad. Por ejemplo, una formulacién
de la presente divulgacion puede considerarse estable si, después del
almacenamiento a, por ejemplo, 5 °C, 25 °C, 45 °C, etc. durante una cantidad de
tiempo definida (por ejemplo, 1 a 36 meses), el anticuerpo anti-EBOV contenido
dentro de la formulacidon se une a EBOV con una afinidad que es al menos 90 %,
95 % o mas de la afinidad de wunién del anticuerpo antes de dicho
almacenamiento. La afinidad de unién puede determinarse, por ejemplo, por
ELISA o resonancia de plasmones superficiales. La actividad biologica puede
determinarse mediante un ensayo de actividad de EBOV, tal como, por ejemplo,
poner en contacto una célula infectada con EBOV con la formulacién que
comprende el anticuerpo anti-EBOV. La unién del anticuerpo a dicha célula puede
medirse directamente, tal como, por ejemplo, a través de analisis de FACS.
Alternativamente, la actividad del anticuerpo puede determinarse mediante una
disminucién de la carga viral in vitro o in vivo, o mediante un aumento de la
supervivencia de un mamifero infectado con EBOV.

Adicionalmente, puede usarse la medicion de la potencia relativa del anticuerpo
en un ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ensayo de
ADCC) para evaluar la estabilidad. Por ejemplo, una formulacién de la presente
divulgacion puede considerarse estable si, después del almacenamiento a, por
ejemplo, -80 °C, -30 °C, -20 °C, 5 °C, 25 °C, 40 °C, 45 °C, etc. durante una
cantidad de tiempo definida (por ejemplo, 1 a 36 meses), el anticuerpo anti-EBOV
contenido dentro de la formulacién retiene 90 %, 95 % o mas potencia de ADCC
relativa en comparacion con el anticuerpo antes del almacenamiento.

De manera similar, puede usarse la medicibn de la potencia relativa del
anticuerpo en el ensayo de neutralizacion de pseudovirus para evaluar la
estabilidad. Por ejemplo, una formulacion de la presente divulgacion puede
considerarse estable si, después del almacenamiento a, por ejemplo, -80 °C, -
30 °C, -20 °C, 5 °C, 25 °C, 40 °C, 45 °C, etc. durante una cantidad de tiempo
definida (por ejemplo, 1 a 36 meses), el anticuerpo anti-EBOV contenido dentro

ulacid i o, o 5 utralizacid udoviru iv
de la formulacion retiene 90 %, 95 % o mas neutralizacidon de pseudovirus relativa
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en comparacion con el anticuerpo anterior.

Los métodos adicionales para evaluar la estabilidad de un anticuerpo en la
formulacion se demuestran en los ejemplos que se presentan a continuacion.

Las formulaciones farmaceéuticas liquidas de la presente divulgacion pueden, en
ciertas modalidades, exhibir niveles de viscosidad bajos a moderados.
“Viscosidad” como se usa en la presente divulgacién puede ser “viscosidad
cinematica” o “viscosidad absoluta”. La “viscosidad cinematica” es una medida del
flujo resistivo de un fluido bajo la influencia de la gravedad. Cuando se colocan
dos fluidos de igual volumen en viscosimetros capilares idénticos y se deja que
fluyan por gravedad, un fluido viscoso tarda mas que un fluido menos viscoso en
fluir a través del capilar. Por ejemplo, si un fluido tarda 200 segundos en
completar su flujo y otro fluido tarda 400 segundos, el segundo fluido es dos
veces mas viscoso que el primero en una escala de viscosidad cinematica. La
“viscosidad absoluta”, a veces llamada viscosidad dinamica o viscosidad simple,
es el producto de la viscosidad cinematica y la densidad del fluido (Viscosidad
absoluta = Viscosidad cinematica x Densidad). La dimension de la viscosidad
cinematica es L?/T, donde L es una longitud y T es un tiempo. Cominmente, la
viscosidad cinematica se expresa en centistokes (cSt). La unidad Sl de la
viscosidad cinematica es mm?/s, que es 1 cSt. La viscosidad absoluta se expresa
en unidades de centipoise (cP). La unidad Sl de la viscosidad absoluta es el
miliPascal-segundo (mPa-s), donde 1 cP = 1 mPa-s.

Como se usa en la presente descripcién, un bajo nivel de viscosidad, en
referencia a una formulacion de fluido de la presente divulgacion, exhibira una
viscosidad absoluta de menos de aproximadamente 20 cPoise (cP). Por ejemplo,
se considerara que una formulacion de fluido divulgada en la presente descripcion
tiene “baja viscosidad”, si, cuando se mide mediante el uso de técnicas estandar
de medicidon de la viscosidad, la formulacién exhibe una viscosidad absoluta de
aproximadamente 20 cP, aproximadamente 19 cP, aproximadamente 18 cP,
aproximadamente 15 cP, aproximadamente 12 cP, aproximadamente 10 cP,
aproximadamente 9 cP, aproximadamente 8 cP o menos. Como se usa en la
presente descripcién, un nivel de viscosidad moderado, en referencia a una
formulacién de fluido de la presente divulgacion, exhibira una viscosidad absoluta
de entre aproximadamente 35 cP y aproximadamente 20 cP. Por ejemplo, se

considerara que una formulacién de fluido divulgada en la presente descripcion
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tiene “viscosidad moderada”, si cuando se mide mediante el uso de técnicas
estandar de mediciébn de viscosidad, la formulacién exhibe una viscosidad
absoluta de aproximadamente 34 cP, aproximadamente 33 cP, aproximadamente
32 cP, aproximadamente 31 cP, aproximadamente 30 cP, aproximadamente
29 cP, aproximadamente 28 cP, aproximadamente 27 cP, aproximadamente
26 cP, aproximadamente 25 cP, aproximadamente 24 cP, aproximadamente
23 cP, aproximadamente 22 cP, aproximadamente 21 cP, aproximadamente
20 cP, aproximadamente 19 cP, 18 cP, aproximadamente 17 cP,
aproximadamente 16 cP o aproximadamente 15 cP. Las formulaciones
proporcionadas en la presente descripcidn pueden tener una viscosidad baja, por
ejemplo, una viscosidad de aproximadamente 2 cP.

Formulaciones ilustrativas

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacidon, la formulacion
farmacéutica es una formulacion liquida estable, generalmente fisiolégicamente
isotdnica, de baja viscosidad, que comprende: (i) un anticuerpo humano que se
une especificamente a EBOV (por ejemplo, H1H17203P, H1H17139P y/o
H1H17161P), a una concentracién de hasta 250 mg/ml + 45 mg/ml; (ii) un sistema
amortiguador de histidina que proporciona suficiente amortiguacion a
aproximadamente pH 6,0 + 0,3; (iii) un cosolvente organico, que protege la
integridad estructural del anticuerpo; y (iv) un estabilizador que es un azucar.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1
de SEQ ID NO: 4, una HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8,
una LCDR1 de SEQ ID NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de
SEQ ID NO: 16.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable

comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
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de histidina, (c) 0,1 % % 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una
HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ
ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una
LCDR3 de SEQ ID NO: 34.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % * 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ
ID NO: 38/46. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una
HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ
ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una
LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % % 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID
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NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; vy el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % % 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID
NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; vy el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % * 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una
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HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34; y el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % * 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo
es un anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(iif) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una
HCDRS3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID
NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; el segundo anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una
HCDRS3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ
ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34; y el tercer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una
HCDRS3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ
ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de

anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
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anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1
de SEQ ID NO: 4, una HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8,
una LCDR1 de SEQ ID NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de
SEQ ID NO: 16.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una
HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ
ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una
LCDR3 de SEQ ID NO: 34.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 £ 0,3; en donde el anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ
ID NO: 38/46. En una modalidad, el anticuerpo anti-EBOV comprende una
HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ
ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una
LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacién farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de

anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
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anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID
NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; vy el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una HCDR3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID
NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; vy el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de
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anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ
ID NO: 20/28, y un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (iii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el
primer anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una HCDR3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34; y el
segundo anticuerpo anti-EBOV comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una
HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una HCDR3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ
ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida estable
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV total, a pH 6,0 + 0,3; en donde un primer anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada (HCDRH1,
HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de (i) SEQ
ID NO: 2/10, un segundo anticuerpo es un anticuerpo IgG1 humano que
comprende tres CDR de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR
de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en el par de secuencias
de aminoacidos de HCVR/LCVR de (ii) SEQ ID NO: 20/28, y un tercer anticuerpo
es un anticuerpo IgG1 humano que comprende tres CDR de cadena pesada
(HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y tres CDR de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contenidas en el par de secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR de
(ii) SEQ ID NO: 38/46. En una modalidad, el primer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 4, una HCDR2 de SEQ ID NO: 6, una
HCDR3 de SEQ ID NO: 8, una LCDR1 de SEQ ID NO: 12, una LCDR2 de SEQ ID
NO: 14 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 16; el segundo anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, una HCDR2 de SEQ ID NO: 24, una
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HCDR3 de SEQ ID NO: 26, una LCDR1 de SEQ ID NO: 30, una LCDR2 de SEQ
ID NO: 32 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 34; y el tercer anticuerpo anti-EBOV
comprende una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, una HCDR2 de SEQ ID NO: 42, una
HCDRS3 de SEQ ID NO: 44, una LCDR1 de SEQ ID NO: 48, una LCDR2 de SEQ
ID NO: 50 y una LCDR3 de SEQ ID NO: 52.

Los ejemplos no limitantes adicionales de formulaciones farmacéuticas incluidas
en la presente divulgacion se exponen en otra parte en la presente descripcion,
que incluye los ejemplos de trabajo que se presentan a continuacion.
Contenedores y métodos de administracion

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden estar
contenidas dentro de cualquier contenedor adecuado para el almacenamiento de
medicamentos y otras composiciones terapéuticas. Por ejemplo, las
formulaciones farmacéuticas pueden estar contenidas dentro de un contenedor de
vidrio o plastico sellado y esterilizado que tiene un volumen definido tal como un
vial, una ampolla, una jeringa, un cartucho o un frasco. Pueden usarse diferentes
tipos de viales para contener las formulaciones de la presente divulgacién que
incluyen, por ejemplo, viales de vidrio o plastico transparentes y opacos (por
ejemplo, ambar). Igualmente, puede usarse cualquier tipo de jeringa para
contener o administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente
divulgacion.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden estar
contenidas dentro de jeringas con “contenido de tungsteno normal” o jeringas con
“contenido de tungsteno bajo”. Como apreciaran los expertos en la técnica, el
proceso de fabricacién de jeringas de vidrio generalmente implica el uso de una
varilla de tungsteno caliente que funciona para perforar el vidrio, para crear de
esta manera un orificio del cual se pueden extraer y expulsar liquidos de la
jeringa. Este proceso da como resultado la deposicion de cantidades traza de
tungsteno en la superficie interior de la jeringa. Pueden usarse lavados y otras
etapas de procesamiento subsecuentes para reducir la cantidad de tungsteno en
la jeringa. Como se usa en la presente descripcién, el término “contenido de
tungsteno normal” significa que la jeringa contiene 500 partes por mil millones
(ppb) de tungsteno o mas. El término “contenido de tungsteno bajo” significa que
la jeringa contiene menos de 500 ppb de tungsteno. Por ejemplo, una jeringa con

contenido de tungsteno bajo, de acuerdo con la presente divulgacion, puede
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contener menos de aproximadamente 490, 480, 470, 460, 450, 440, 430, 420,
410, 390, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 0 menos
ppb de tungsteno.

Los émbolos de goma usados en las jeringas y los tapones de goma usados para
cerrar las aberturas de los viales pueden recubrirse para evitar la contaminacion
del contenido medicinal de la jeringa o el vial, o para conservar su estabilidad. Por
lo tanto, las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, de acuerdo
con ciertas modalidades, pueden estar contenidas dentro de una jeringa que
comprende un émbolo recubierto o dentro de un vial que esta sellado con un
tapén de goma recubierto. Por ejemplo, el émbolo o tapdn puede recubrirse con
una pelicula de fluorocarbono. Los ejemplos de tapones o émbolos recubiertos
adecuados para su uso con viales y jeringas que contienen las formulaciones
farmacéuticas de la presente divulgacion se mencionan, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos nums. 4,997,423; 5,908,686; 6,286,699; 6,645,635; y
7,226,554, cuyos contenidos se incorporan en la presente descripcion como
referencia en su totalidad. Los tapones y émbolos de goma recubiertos ilustrativos
particulares que pueden usarse en el contexto de la presente divulgacion estan
disponibles comercialmente bajo el nombre comercial “FluroTec®”,
comercializado por West Pharmaceutical Services, Inc. (Lionville, PA). FluroTec®
es un ejemplo de un recubrimiento de flurocarbono usado para minimizar o evitar
que el producto farmacéutico se adhiera a las superficies de goma.

De acuerdo con ciertas modalidades de la presente divulgacion, las formulaciones
farmacéuticas pueden estar contenidas dentro de una jeringa con contenido de
tungsteno bajo que comprende un émbolo recubierto con fluorocarbono.

Las formulaciones farmacéuticas pueden administrarse a un paciente por vias
parenterales tales como inyeccion (por ejemplo, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, etc.) o administracion percutanea, por mucosas,
nasal, pulmonar u oral. Numerosos dispositivos de suministro autoinyectores o
plumas reutilizables pueden usarse para suministrar por via subcutanea las
formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion. Los ejemplos incluyen,
pero no se limitan a, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, Reino
Unido), pluma DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Burghdorf, Suiza),
pluma HUMALOG MIX 75/25™, pluma HUMALOG™, pluma HUMALIN 70/30™

(Eli Lily and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ |, Il y Ill (Novo Nordisk,
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Copenhague, Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhague,
Dinamarca), pluma BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™,
OPTIPEN PRO™,  OPTIPEN STARLET™ vy OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis,
Frankfurt, Alemania). Los ejemplos de dispositivos de suministro autoinyectores o
plumas desechables que tienen aplicaciones en el suministro subcutaneo de una
composicién farmacéutica de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan
a, la pluma SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), el FLEXPEN™ (Novo Nordisk) y el
KWIKPEN™ (Eli Lilly), el autoinyector SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks,
CA), el PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Alemania), el EPIPEN (Dey, L.P.) y la
pluma HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL).

El uso de un microinfusor para suministrar las formulaciones farmacéuticas de la
presente divulgacién también se contempla en la presente descripcién. Como se
usa en la presente descripcion, el término “microinfusor” significa un dispositivo de
suministro subcutaneo disefiado para administrar lentamente grandes volumenes
(por ejemplo, hasta aproximadamente 2,5 ml o mas) de una formulacion
terapéutica durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo,
aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30 o mas minutos). Ver, por ejemplo, los
documentos U.S. 6,629,949; US 6,659,982; y Meehan y otros, J. Controlled
Release 46:107-116 (1996). Los microinfusores son particularmente utiles para el
suministro de grandes dosis de proteinas terapéuticas contenidas dentro de
soluciones de alta concentracion (por ejemplo, aproximadamente 100, 125, 150,
175, 200 o mas mg/ml) o viscosas.

En ciertas modalidades, la formulacion farmacéutica liquida estable de cualquiera
de los aspectos anteriores esta contenida en un vial de vidrio estéril y se
administra como una infusién IV. Las dosis ilustrativas incluyen 30 000 mag,
25 000 mg, 20 000 mg, 15 000 mg, 13 500 mg, 12 500 mg, 10 000 mg, 7500 mg,
5000 mg, 2500 mg, 1450 mg, 1000 mg, 725 mg, 600 mg, 500 mg, 250 mg,
200 mg, 150 mg, 100 mg, 75 mg, 50 mg o 25 mg.

En una modalidad, el contenedor es un vial de vidrio de borosilicato transparente
de 20 ml tipo 1. En ciertas modalidades, el contenedor es un vial de vidrio de
borosilicato tipo 1 de 2 ml, 5 ml o 10 ml con un tapén de clorobutilo, con un
recubrimiento FluroTec®.

En una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida de la presente divulgacion

que comprende aproximadamente 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml o 150 mg/mi
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de anticuerpo anti-EBOV se administra por via intravenosa y puede estar
contenida en un vial de vidrio. En algunas modalidades, la presente divulgacion
proporciona un vial de vidrio que comprende una formulacion liquida estable que
comprende 50 mg/ml, 100 mg/ml o 150 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total,
10 mM de histidina, a pH de aproximadamente 6,0, 10 % de sacarosa y 0,1 % de
polisorbato 80.

En algunas modalidades, cada anticuerpo se administra a 50 mg/kg de peso
corporal. En una modalidad, dos anticuerpos se coformulan de manera que la
formulacién final permite que cada anticuerpo se administre a 50 mg/kg de peso
corporal. En consecuencia, la dosis final que se administrara al paciente es de
100 mg/kg de peso corporal, con los dos anticuerpos en la formulacion en una
relacion 1:1. En una modalidad, los anticuerpos coformulados se suministran por
via intravenosa durante un periodo de tiempo de aproximadamente 2 horas.

En algunas modalidades, tres anticuerpos se coformulan de manera que la
formulacién final permite que cada anticuerpo se administre a 50 mg/kg de peso
corporal. En consecuencia, la dosis final a administrar al paciente es de
150 mg/kg de peso corporal, con los tres anticuerpos en la formulacién en una
relacion 1:1:1. En una modalidad, los anticuerpos coformulados se suministran
por via intravenosa durante un periodo de tiempo de aproximadamente 2 horas.
En algunos aspectos, un paciente que pesa aproximadamente 90 kg y recibe una
dosis de 150 mg/kg recibiria una dosis de aproximadamente 13 500 mg. En
algunos aspectos, un paciente que pesa aproximadamente 45 kg y recibe
150 mg/kg recibiria una dosis de aproximadamente 6750 mg. En algunos
aspectos, un paciente podria recibir hasta 30 000 mg.

En ciertas modalidades, los tres anticuerpos se preparan en un vial de vidrio. En
ciertas modalidades, cada vial puede contener 725 mg de anticuerpo total, es
decir, tres anticuerpos en una relacion 1:1:1 en un volumen de 14,5 ml, lo que da
una concentracion final de anticuerpo de 50 mg/ml. Esto se puede administrar por
via intravenosa a un paciente en un periodo de tiempo de dos horas.

En ciertas modalidades, los tres anticuerpos se preparan en un vial de vidrio. En
ciertas modalidades, cada vial puede contener 1450 mg de anticuerpo total, es
decir, tres anticuerpos en una relaciéon 1:1:1 en un volumen de 14,5 ml, lo que da
una concentracion final de anticuerpo de 100 mg/ml. Esto se puede administrar

por via intravenosa a un paciente en un periodo de tiempo de dos horas.
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En ciertas modalidades, la presente divulgacién proporciona un autoinyector que
comprende cualquiera de las formulaciones liquidas descritas en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la presente divulgacion proporciona un
autoinyector que comprende una formulacion liquida estable que comprende
aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente
150 mg/ml o aproximadamente 175 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total,
aproximadamente 10 mM de histidina, a pH de aproximadamente 6,0,
aproximadamente 10 % de sacarosa y aproximadamente 0,1 % de polisorbato 80.
En ciertas modalidades, la presente divulgacién proporciona un autoinyector que
comprende cualquiera de las formulaciones liquidas descritas en la presente
descripcion. En algunas modalidades, la presente divulgacion proporciona un
autoinyector que comprende una formulacion liquida estable que comprende
50 mg/ml o 100 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total, 10 mM de histidina, a pH de
aproximadamente 6,0, 10 % de sacarosa y 0,1 % de polisorbato 80.

En ciertas modalidades, la presente divulgacion proporciona una jeringa
precargada que comprende cualquiera de las formulaciones liquidas descritas en
la presente descripcidon. En algunas modalidades, la presente divulgacion
proporciona una jeringa precargada que comprende una formulacion liquida
estable que comprende aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente
100 mg/ml, aproximadamente 150 mg/ml o aproximadamente 175 mg/ml de
anticuerpo anti-EBOV, aproximadamente 10 mM de histidina, a pH de
aproximadamente 6,0, aproximadamente 10 % de sacarosa y aproximadamente
0,1 % de polisorbato 80. En ciertas modalidades, la jeringa es una jeringa de
vidrio larga de 1 ml o0 2,25 ml cargada, con una aguja de pared delgada de calibre
27, un émbolo de goma recubierto con fluorocarbono y un protector de aguja de
goma.

En una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida que contiene
aproximadamente 100 mg/ml + 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total se
administra en un volumen de aproximadamente hasta 2 ml en una jeringa
precargada. En ciertas modalidades, la jeringa es una jeringa de vidrio larga de
1 ml o0 2,25 ml cargada, con una aguja de pared delgada de calibre 27, un émbolo
de goma recubierto con fluorocarbono y un protector de aguja de goma. En una
modalidad, la jeringa es una jeringa de vidrio larga de 1 ml OMPI equipada con

una aguja de calibre 27, un protector de aguja de goma FM27, y un émbolo de
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goma 4023/50 recubierto con FLUROTEC®.

En una modalidad, la formulacion farmacéutica liquida que contiene
aproximadamente 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV se administra
en un volumen de aproximadamente hasta 2 ml en una jeringa precargada. En
una modalidad, la jeringa es una jeringa de vidrio larga de 1 ml o 2,25 ml cargada,
con una aguja de pared delgada de calibre 27, un émbolo de goma recubierto con
fluorocarbono y un protector de aguja de goma. En una modalidad, la jeringa es
una jeringa de vidrio larga de 1 ml OMPI equipada con una aguja de calibre 27, un
protector de aguja de goma FM27, y un émbolo de goma 4023/50 recubierto con
FLUROTEC®.

Compatibilidad

En una modalidad, la formulacién estable es una solucion liquida que contiene
50 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total (por ejemplo, 16,7 mg/ml de cada uno de
H1H17203P, H1H17139P y/o H1H17161P; o aproximadamente 25 mg/ml de cada
uno de cualquiera de dos de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P) para la
administracion V. En algunos aspectos, la solucidn de mezcla IV tiene
compatibilidad (incluida la estabilidad durante el uso) con diluyentes y materiales
usados en el sistema de dosificacidn (bolsas IV, equipo de venoclisis y filtros), que
incluyen cloruro de sodio al 0,9 %, solucidon de dextrosa al 5 % o lactato de
Ringer, PVC (cloruro de polivinilo) y polietileno.

Las dosis ilustrativas incluyen 10 mg/kg, 30 mg/kg, 50 mg/kg y 150 mg/kg. La
estabilidad durante el uso de la formulacion anti-EBOV durante el suministro IV
respalda la administracion de las dosis clinicas. Las bolsas de PVC IV de cloruro
de sodio al 0,9 %, que contienen los anticuerpos diluidos, en algunas
modalidades, pueden mantenerse inicialmente durante 24 horas a 5 °C, después
incubarse durante al menos 8 horas a 25 °C. Después de estas incubaciones,
cada uno de los equipos de venoclisis puede conectarse a bolsas IV, cebarse con
el DP diluido y mantenerse durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las
soluciones de DP diluidas pueden bombearse a través de los respectivos equipos
de venoclisis a 25 ml/h y 500 ml/h. Estos equipos de venoclisis contienen los
materiales basicos (PVC con DEHP, PVC con TOTM vy polietiieno) que
comprenden los equipos de venoclisis usados para el suministro IV de la

combinacion de anticuerpos en usos clinicos. Los equipos de venoclisis pueden
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contener un filtro en linea de polietersulfona de 0,2 um.

En algunos aspectos, una formulacion anti-EBOV a 50 mg/ml que comprende al
menos un anticuerpo anti-EBOV, diluido en una inyeccién de cloruro de sodio al
0,9 % a concentraciones de 2,2 mg/ml o 23,7 mg/ml, es fisica y quimicamente
estable cuando se analiza en estas condiciones dentro de los intervalos de dosis y
condiciones de administracion propuestos. La formulacion anti-EBOV puede, en
algunos aspectos, no exhibir ningin cambio significativo en los atributos de
calidad después de la dilucidén en bolsas |V, almacenamiento en bolsa IV durante
24 horas a 2 — 8 °C y al menos 8 horas a 25 °C, mantenimiento en el equipo de
venoclisis durante una hora, o suministro con velocidades de bombeo entre
25 ml/hora y 500 ml/hora.

En algunos aspectos, se proporciona la flexibilidad adicional de usar diferentes
diluyentes para la preparacién de la dosis de una formulacién de anticuerpos
coformulados y para respaldar la variaciéon de temperatura (mas de 25 °C) que
puede producirse durante la administracién IV. Cuando los anticuerpos anti-EBOV
se diluyen con cloruro de sodio al 0,9 %, dextrosa al 5 % o lactato de Ringer a
40 °C, la formulaciéon continua exhibiendo estabilidad. Las bolsas IV que
contienen anticuerpos diluidos pueden mantenerse inicialmente durante 24 horas
a 5 °C; después incubarse durante al menos 6 horas a 40 °C. Después de las
incubaciones, cada uno de los equipos de venoclisis puede conectarse a las
bolsas IV, cebarse con los anticuerpos diluidos y mantenerse durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después, las soluciones de anticuerpos diluidas pueden
bombearse a través de los equipos de venoclisis respectivos.

En algunos aspectos, una formulacion de anticuerpos anti-EBOV a 50 mg/ml que
comprende al menos un anticuerpo anti-EBOV, diluido en inyeccion de cloruro de
sodio al 0,9 %, dextrosa al 5 % o lactato de Ringer a concentraciones de
1,6 mg/ml o 27,9 mg/ml puede ser fisica y quimicamente estable en las
condiciones analizadas dentro de los intervalos de dosis y condiciones de
administracion propuestos. La formulacion anti-EBOV puede, en algunos
aspectos, no exhibir ningun cambio significativo en los atributos de calidad
después de la dilucidn en bolsas IV, almacenamiento en bolsa IV durante 24
horas a 2 — 8 °C y al menos 6 horas a 40 °C, mantenimiento en equipo de
venoclisis durante una hora.

Las caracteristicas de compatibilidad IV (que incluyen la estabilidad durante el
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uso) de las formulaciones farmacéuticas liquidas estables respaldan las
siguientes conclusiones con relacion a la preparacion de la dosis y la
administracién IV (50 mg/ml):

e Las bolsas IV de inyeccion de cloruro de sodio al 0,9 %, inyeccidon de dextrosa
al 5 % y lactato de Ringer hechas de PVC son compatibles con la administracion
IV de la formulacién que contiene al menos un anticuerpo anti-EBOV;

e La formulacién de anticuerpos anti-EBOV puede diluirse a concentraciones de
anticuerpos tan bajas como 2,2 mg/ml y tan altas como 23,7 mg/ml en las bolsas
de PVC IV que contienen diluyente IV de cloruro de sodio al 0,9 %, dextrosa al 5
% o lactato de Ringer para administracion 1V;

e Los anticuerpos coformulados diluidos preparados con inyeccién de cloruro de
sodio al 0,9 % pueden almacenarse a temperatura ambiente hasta 25 °C durante
al menos aproximadamente 8 horas desde el momento de la preparacion hasta el
final de la infusién 0 a 2 °C a 8 °C durante al menos aproximadamente 24 horas
desde el momento de la preparacion hasta el final de la infusion;

e Los anticuerpos coformulados diluidos preparados con dextrosa al 5 % o
lactato de Ringer pueden almacenarse a temperatura ambiente hasta 25 °C
durante al menos aproximadamente 4 horas desde el momento de la preparacion
hasta el final de la infusion o a 2 °C a 8 °C durante al menos aproximadamente 24
horas desde el momento de la preparacién hasta el final de la infusién;

e Los anticuerpos coformulados diluidos (2,2 mg/ml a 23,7 mg/ml) preparados
con solucion de cloruro de sodio al 0,9 %, dextrosa al 5 % o lactato de Ringer son
estables durante 6 horas a 40 °C;

e Los anticuerpos coformulados diluidos pueden administrarse con un equipo de
venoclisis compuesto por PVC que contiene DEHP, PVC que contiene TOTM o
PVC revestido con polietileno;

e Los anticuerpos coformulados diluidos son compatibles con el uso de un filtro
de polietersulfona de 0,2 ym en linea.

USOS TERAPEUTICOS DE LAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion son utiles, entre
otros, para el tratamiento, la prevenciéon o la mejora de EBOV o cualquier sintoma

relacionado con este.

EJEMPLOS
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Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la
técnica una divulgacién y descripcion completas sobre como hacer y usar los
meétodos y composiciones divulgados en la presente descripcion, y no pretenden
limitar el alcance de lo que los inventores consideran como su invencion. Se han
realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los numeros
utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse en
cuenta algunas desviaciones y errores experimentales. A menos que se indique
de cualquier otra manera, las partes son partes en moles, el peso molecular es
peso molecular promedio, la temperatura es en grados centigrados y la presion es
la atmosférica o cercana a esta.

Ejemplo 1: Desarrollo de una formulacién de anticuerpos anti-EBOV

Los objetivos de las actividades de formulacion fueron desarrollar una formulacion
con los siguientes atributos:

e Una formulacion liquida que es estable después de someterse a estrés, por
ejemplo, ciclos de temperatura, temperaturas extremas, agitacion durante el
transporte, etc., condiciones a las que un agente terapéutico estaria expuesto en
transito desde un centro de fabricacion hasta clinicas de campo remotas donde se
ha producido exposicién al Ebola y/o donde existen pacientes con Ebola;

e Una formulaciéon liquida con una concentracion del anticuerpo anti-EBOV
suficiente para suministrar una dosis de 25 mg a 30 000 mg, por ejemplo,
aproximadamente 7500 mg, aproximadamente 5000 mg, aproximadamente 3000
mg, aproximadamente 2000 mg, aproximadamente 1500 mg, 1000 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 750 mg, aproximadamente 500 mg,
aproximadamente 250 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 100 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 50 mg o
aproximadamente 25 mg, por infusion intravenosa;

e Una formulacion casi isoosmolar que es estable tras la dilucién con diluyentes
usados comunmente, por ejemplo, inyeccién de cloruro de sodio al 0,9 % o
inyeccion de dextrosa al 5 % o inyeccion de lactato de Ringer, para infusion
intravenosa,;

e Una formulacién que es compatible y estable en vial de vidrio transparente tipo
1y tapon de suero estandar como envase; y

¢ Una soluciéon de producto farmacéutico (DP) estéril que respalda la estabilidad
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a largo plazo;

o Una formulacion que minimiza las especies de anticuerpos de peso molecular
alto (HMW) cuando se someten a estrés por manipulacion y térmico;

o0 Una formulacion que minimiza los cambios en la distribucion relativa de las
especies cargadas de anticuerpos cuando se someten a estrés térmico; y

o Una formulacion que mantiene la actividad biolégica cuando se somete a un
transito brusco y estrés térmico en entornos extremos.

Durante el desarrollo de la formulacién, se emplearon tres condiciones principales
de estrés de proteinas (que representan condiciones de manipulacidén extremas a
las que el producto farmacéutico de anticuerpo podria someterse durante la
manipulacion, fabricacion, envio, almacenamiento y etiquetado) para desarrollar y
optimizar las formulaciones de anticuerpos y evaluar los efectos de posibles
estrés del mundo real sobre la estabilidad del producto farmacéutico usado en
regiones remotas del mundo. Estas condiciones de estrés incluyeron:

e Agitacion (en vortex) de la solucion de proteina a temperatura ambiente. La
agitacion en vortex en viales de vidrio supera la agitaciéon que se produce durante
la manipulacién y fabricacion de la proteina.

¢ Incubar la solucion de proteina a temperatura elevada (37 °C, 40 °C o 45 °C)
con relacion a la condicién de almacenamiento del DP propuesta (2 °C-8 °C).

e Someter la proteina a multiples ciclos de congelacion y descongelacion. Dado
que la proteina experimentara al menos un ciclo de congelacion y descongelacion
durante la fabricacién del DP, multiples ciclos de congelacién y descongelacién
simulan y superan el estrés real que se espera que experimente la proteina.

Hubo varios objetivos principales del trabajo de desarrollo de la formulacion inicial:
1. Seleccién de amortiguador y pH para cada uno de los tres anticuerpos anti-
EBOV: La eleccion de amortiguador y pH puede tener un gran efecto sobre la
estabilidad de las proteinas, por lo tanto, decidir la especie de amortiguador
optima y el pH es un proceso importante. En estas secciones se presentan
estudios que demuestran los fundamentos para la eleccion del amortiguador
optimo y el pH para cada anticuerpo.

2. Seleccién del surfactante o el cosolvente organico para cada uno de los tres
anticuerpos anti-EBOV: Un surfactante o cosolvente organico, tal como el
polisorbato, se requiere tipicamente para evitar la precipitacion o agregaciéon de

proteinas cuando se agita. La proteina soluble puede someterse a agitacion
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cuando se manipula, se filtra, se mezcla, se fabrica, se envia y se administra. La
sustancia farmacéutica activa de anticuerpo en una soluciéon amortiguada simple
puede ponerse visiblemente turbia con el exceso de agitacion. Por lo tanto, se
determind que era importante estabilizar cada una de las proteinas para
manipularlas y agitarlas.

3. ldentificacion/seleccion de excipientes estabilizadores/tonificantes: Se examiné
la adicidon de azucares, sales y aminoacidos para determinar su capacidad de
mejorar la estabilidad de cada uno de los tres anticuerpos frente al estrés térmico
y para aumentar la vida util del producto farmacéutico (DP). Los fundamentos
para la inclusion de estos estabilizadores térmicos, asi como también los estudios
que identifican las concentraciones 6ptimas en la formulacion final, se presentan
en la presente descripcion.

4. Seleccién de la concentracion de anticuerpos: Se examind el efecto de la
concentracion de anticuerpos sobre la estabilidad del producto farmacéutico con
los excipientes seleccionados.

5. Coformulacion de tres anticuerpos anti-EBOV: Los tres anticuerpos anti-EBOV
se coformularon en una formulacién liquida a dos concentraciones, y se
seleccioné el amortiguador y el pH para la combinacién, se seleccioné el
surfactante o el cosolvente organico, se analizaron excipientes adicionales, y se
identificaron y seleccionaron los estabilizadores.

Las actividades de desarrollo de la formulacion inicial se realizaron mediante el
uso de 100 mg/ml de cada anticuerpo anti-EBOV formulado por separado, e
implico la seleccidbn de cosolventes organicos, estabilizadores térmicos, y
amortiguadores en formulaciones liquidas de cada uno de los anticuerpos anti-
EBOV para identificar los excipientes que son compatibles con la proteina y
mejorar su estabilidad, mientras se mantiene la osmolalidad casi fisiologica y la
baja viscosidad para la inyeccion intravenosa y subcutanea. También se
examinaron las condiciones de amortiguacion para determinar el pH 6ptimo para
la maxima estabilidad de la proteina (descrito en el Ejemplo 6 en la presente
descripcion).

Los resultados de este trabajo de desarrollo de la formulacién inicial se usaron
para desarrollar una formulacién inicial que fuera adecuada para los estudios
clinicos.

Con el conocimiento obtenido a partir del desarrollo de la formulacion inicial, las
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actividades de desarrollo de la formulacion en etapa tardia implicaron la
coformulacion de los tres anticuerpos a dos concentraciones, lo que confirma el
pH, la concentracién del surfactante y los estabilizadores para identificar los
excipientes que mejoran la estabilidad de la proteina a concentraciones de
proteinas altas y bajas, y cuando se exponen a estrés tal como altas temperaturas
y agitacion (descrito en los Ejemplos 4-9).

Durante el desarrollo de la formulacién, se evaluaron las formulaciones para
determinar la estabilidad frente al estrés y en almacenamiento. Los métodos
usados para evaluar la estabilidad en los estudios de desarrollo de la formulacion
se describen en el Ejemplo 3 en la presente descripcion. Los Ejemplos 4 a 9
describen la estabilidad en almacenamiento y frente al estrés de las
formulaciones.

Los resultados generados a partir de estos estudios se usaron para desarrollar
formulaciones liquidas estables adecuadas para uso clinico, para administracion
intravenosa (IV). Tales formulaciones exhibieron estabilidad cuando se expusieron
a estrés térmico o por agitacion.

Otros atributos de las formulaciones seran evidentes a partir de la descripcidén en
la presente descripcion.

Anticuerpos anti-EBOV:

Los anticuerpos anti-EBOV se describen en el documento US 2016/0215040,
incorporado en la presente descripcion en su totalidad. Los anticuerpos
ilustrativos usados en los ejemplos a continuacion son anticuerpos anti-EBOV
completamente humanos H1H17203P (REGN3470; que tiene una secuencia de
aminoacidos de HCVR de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de aminoacidos de
LCVR de SEQ ID NO: 10), H1H17139P (REGN3471; que tiene una secuencia de
aminoacidos de HCVR de SEQ ID NO: 20 y una secuencia de aminoacidos de
LCVR de SEQ ID NO: 28), y HIH17161P (REGN3479; que tiene una secuencia
de aminoacidos de HCVR de SEQ ID NO: 38 y una secuencia de aminoacidos de
LCVR de SEQ ID NO: 46) que comprenden las secuencias descritas en detalle
anteriormente.

Ejemplo 2: Formulaciones ilustrativas

En ciertas modalidades, los anticuerpos anti-EBOV se formulan individualmente o
se coformulan como una formulacion amortiguada acuosa que comprende: (a) de

5%+1%a15 % + 3 % p/v de sacarosa, (b) de 5mM +1 mMa 20 mM + 4 mM
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de amortiguador de histidina, (c) de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % p/v + 0,25 % p/v de
polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total a pH 6,0 +
0,3. En ciertas modalidades, los anticuerpos anti-EBOV se formulan
individualmente o se coformulan como una formulacién amortiguada acuosa que
comprende: (a) 10 % *+ 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % % 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de
anticuerpo total a pH 6,0 + 0,3. Cuando se coformulan, los anticuerpos anti-EBOV
estan presentes en una relacion 1:1:1.

En ciertas modalidades, los anticuerpos anti-EBOV se formulan individualmente o
se coformulan como una formulaciéon amortiguada acuosa que comprende: (a) de
5%+1%a15 % + 3 % p/v de sacarosa, (b) de 5 mM + 1 mMa 20 mM +4 mM
de amortiguador de histidina, (c) de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % + 0,25 % p/v de
polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total a pH 6,0 +
0,3. En ciertas modalidades, los anticuerpos anti-EBOV se formulan
individualmente o se coformulan como una formulacién amortiguada acuosa que
comprende: (a) 10 % = 2 % p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador
de histidina, (c) 0,1 % + 0,05 % p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml + 15 mg/ml de
anticuerpo total a pH 6,0 + 0,3. Cuando se coformulan, los anticuerpos anti-EBOV
estan presentes en una relacion 1:1:1.

Las formulaciones ilustrativas incluyen:

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% plv de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17203P a pH 6,0 + 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17139P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% plv de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17161P a pH 6,0 + 0,3.
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e Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17203P y H1H17139P a pH 6,0 + 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17203P y H1H17161P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml £ 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17139P y H1H17161P a pH 6,0 + 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 50 mg/ml + 7,5 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 10 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17203P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17139P a pH 6,0 + 0,3.

e Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml = 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV
H1H17161P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml + 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total

H1H17203P y H1H17139P a pH 6,0 £ 0,3.
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e Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17203P y H1H17161P a pH 6,0 + 0,3.

e Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM + 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% p/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml + 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17139P y H1H17161P a pH 6,0 £ 0,3.

e Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende: (a) 10 % + 2 %
p/v de sacarosa, (b) 10 mM = 2 mM de amortiguador de histidina, (c) 0,1 % + 0,05
% pl/v de polisorbato y (d) 100 mg/ml £ 15 mg/ml de anticuerpo anti-EBOV total
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P a pH 6,0 + 0,3.

Ejemplo 3: Métodos usados para evaluar la estabilidad de la formulacion

Se aplicaron los siguientes ensayos para evaluar la estabilidad de la formulacion:
e Color y aspecto mediante inspeccion visual

e pH

e Turbidez medida por aumento de la DO a 405 nm o por nefelometria

e Analisis del material particulado realizado por imagenes de microflujo (MFI)
(informado como recuentos de particulas obtenidos tal como estan) y
oscurecimiento de la luz (HIAC)

e Concentracion de proteina mediante cromatografia liquida de ultra rendimiento
de fase inversa (RP-UPLC)

e Pureza por cromatografia liquida de ultra rendimiento de exclusion por tamafio
(SE-UPLC) o por PAGE reductora y no reductora con dodecilsulfato de sodio y
electroforesis capilar con microchip (MCE-SDS)

e Analisis de variantes de carga por cromatografia de intercambio catidnico-
cromatografia liquida de ultra rendimiento (CEX-UPLC) o por isoelectroenfoque
capilar con imagenes (iCIEF)

e Potencia por bioensayo: La potencia relativa de cada muestra se determina
mediante el uso de un bioensayo y se define como: (ICso de la muestra de
referencia/lCso de la muestra)*100 %. La potencia medida de las muestras de
estabilidad en almacenamiento debe estar entre el 50 % y el 150 % de la potencia

medida del estandar de referencia.
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La estabilidad fisica de una formulacion se refiere a propiedades tales como color,
aspecto, pH, turbidez y concentracién de proteina. La presencia de particulas
visibles en la solucidon puede detectarse por inspeccion visual. Una solucion pasa
la inspeccidn visual si es transparente a ligeramente opalescente, esencialmente
libre de particulas visibles e incolora a amarillo palido. Ademas, la turbidez,
medida por DO a 405 nm, también puede usarse para detectar particulas en
solucion. Un aumento de la DO a 405 nm puede indicar la presencia de particulas,
un aumento de la opalescencia o un cambio de color de los articulos de prueba.
La MFI se usa para medir particulas subvisibles de =2 2 ym de tamafo. La
concentracion de proteina de anticuerpo anti-EBOV se mide mediante un ensayo
de RP-UPLC y se informa como el por ciento de recuperacién de proteina con
relacion al material inicial. En el ensayo de RP-UPLC, el anticuerpo anti-EBOV se
eluye de la columna de RP como un unico pico. La concentracidén de proteina se
determina a partir del area del pico total del anticuerpo mediante su comparacion
con una curva de calibracibn generada mediante el uso de estandares de
anticuerpo. El por ciento de recuperacion se calcula en base a la concentracion de
proteina medida con relacion a la concentracion de proteina inicial.

La estabilidad quimica se refiere a la formacion de formas modificadas
covalentemente (por ejemplo, agregados covalentes, productos de escision o
formas de variantes de carga) y formas modificadas no covalentemente (por
ejemplo, agregados no covalentes) de proteina. Los productos de degradacion de
mayor y menor peso molecular pueden separarse del anticuerpo nativo mediante
los métodos SE-UPLC y MCE-SDS. El porcentaje de anticuerpo anti-EBOV
degradado en los métodos SE-UPLC y MCE-SDS se calcula a partir de la relacion
del area de todos los picos no nativos respecto al area total de todos los picos de
anticuerpo anti-EBOV. Las formas de variantes de carga de anticuerpos anti-
EBOV se resuelven mediante el uso de CEX-UPLC e iCIEF. En el método CEX-
UPLC, los picos con tiempos de retencién anteriores a los del pico principal se
etiquetan como picos “acidos”; los picos con tiempos de retencidén posteriores a
los del pico principal se etiquetan como picos “basicos”. En el método iCIEF, los
picos que se enfocan a un pl menor que el del pico principal se etiquetan como
picos “acidos”, mientras que los que se enfocan a un pl mayor que el del pico
principal se etiquetan como picos “basicos”.

Ejemplo 4: Estudios de estabilidad de formulaciones acuosas de anticuerpos anti-
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EBOV

Todos los estudios descritos en esta seccion en este ejemplo se refieren a
estudios de estabilidad en investigacion realizados al producto farmacéutico (DP)
H1H17203P, el DP H1H17139P y el DP H1H17161P. Cada DP se formuld y se
cargd por separado para proporcionar datos de estabilidad en condiciones de
estabilidad en tiempo real, aceleradas y de estrés. Los lotes de sustancia
farmacéutica (DS) usados para estos estudios son representativos de la DS
fabricada para uso clinico.

Desarrollo de la formulacién

Los anticuerpos H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P se formulan para el
suministro mediante inyeccién intravenosa (IV) para un primer estudio en seres
humanos. La estabilidad de los productos farmacéuticos H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P formulados y cargados individualmente se evalu6 en la
formulacién clinica; los resultados de caracterizacion analitica indicaron que esta
formulaciéon proporcion6 una estabilidad adecuada para los anticuerpos
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P en todas las condiciones examinadas. La
formulacién de anticuerpos H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P contiene
10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y 10 % (p/v) de
sacarosa.

Estabilidad en investigacion

Todos los estudios de FDS (sustancia farmacéutica formulada) y DP (producto
farmacéutico) descritos en esta seccion se refieren a estudios de estabilidad en
investigacion realizados a los anticuerpos H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P formulados y cargados individualmente, fabricados para su uso en el
desarrollo. Los estudios de estabilidad formales que examinan los anticuerpos
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P fabricados para uso clinico se analizan a
continuacion.

Se han iniciado estudios de estabilidad para determinar la estabilidad en
almacenamiento, acelerada y frente al estrés de lotes de investigacion formulados
y cargados individualmente de DP H1H17203P a 50 mg/ml, DP H1H17139P a
50 mg/ml y DP H1H17161P a 50 mg/ml. Los lotes de DS usados para estos
estudios son representativos de la DS fabricada para uso clinico. El DP se incubd
en varias condiciones de temperatura elevada, con relacion a las condiciones de

temperatura de almacenamiento. Estas condiciones aceleradas se seleccionaron
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para simular las condiciones mas alla de las cuales el DP puede no someterse
durante la fabricacion y la manipulacion y para dilucidar las vias de degradacion
de DP H1H17203P, DP H1H17139P y DP H1H17161P. En la Tabla 1 se presenta
un resumen de las condiciones de estabilidad en almacenamiento, aceleradas y
frente al estrés del DP H1H17203P, el DP H1H17139P y el DP H1H17161P, y en
la Tabla 2 se presentan los planes de analisis.

Tabla 1: Estudios de estabilidad en investigacion de DP H1H17203P, DP
H1H17139P y DP H1H17161P

Estabilidad en almacenamiento Contenedor/Cierre
Temperatura de | Duracion del almacenamiento

almacenamiento (meses)

5°C 0,1,3,6,9, 12

Estabilidad acelerada

Condicién de | Duracién de la incubacién Vidrio de borosilicato
incubacion tipo 1 con tapdn de
25°C 0, 0,5, 1y 3 meses goma de butilo
45 °C 0,7,14 y 28 dias 4432/50 recubierto
Estabilidad frente al estrés con FluroTec®
Estrés Duracion del estrés

Agitacion (en vortex) 0, 60 y 120 minutos

Congelacién/descongel | 0, 4 y 8 ciclos

acion?

aCongelado a -80 °C y descongelado a temperatura ambiente.
Tabla 2: Plan de analisis de los estudios de estabilidad en investigacion de DP
H1H17203P, DP H1H17139P y DP H1H17161P

Ensayo Muestras a analizar
Color y aspecto Todas las muestras
pH Todas las muestras

Turbidez (aumento de la DO a 405 nm) | Todas las muestras

% de Proteina recuperada por RP-
UPLC

Todas las muestras

t=0,6,12,24 y 36 meses a 5 °C;
% de Pureza por MCE-SDS reductora y | 3 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C

no reductora 120 min de agitacion,
Congelacién/Descongelacién 8X

% de Pureza por SE-UPLC Todas las muestras

Andlisis de variantes de carga por CEX-

UPLC Todas las muestras

t=0,6,12a5 °C;

3 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C
120 min de agitacion,
Congelacién/Descongelacion 8X

Analisis de variantes de carga por iCIEF
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Ensayo Muestras a analizar

t=0,6,12,24y 36 meses a 5 °C;

3 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C
120 min de agitacion,
Congelacién/Descongelacion 8X
Estabilidad en investigacion de DP H1H17203P a 50 mg/ml

Estabilidad en almacenamiento en investigacién de DP H1H17203P a 50 mg/m|

Analisis del material particulado por MFI

Se muestran tres meses de datos de estabilidad en investigaciéon del DP
H1H17203P a 50 mg/ml. El DP H1H17203P a 50 mg/ml fue fisica y quimicamente
estable cuando se almacend a 5 °C durante 3 meses (Tabla 3). No se detectd
ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los
atributos monitoreados.

Estabilidad acelerada en investigacion de DP H1H17203P a 50 mg/ml|

Los resultados del analisis del DP H1H17203P a 50 mg/ml después de la
incubacién en condiciones aceleradas se proporcionan en la Tabla 6. Después de
incubar el DP H1H17203P durante 28 dias a 45 °C, se observaron aumentos de
2,1 %y 1,6 % en la cantidad relativa de especies de HMW y LMW (SE-UPLC), y
aumentos de 15,1 % y 13,5 % en el porcentaje de especies variantes de carga
acidas, determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. Después de
incubar el DP H1H17203P durante 3 meses a 25 °C, se observdé un aumento de
0,3 % en la cantidad de especies de HMW y LMW (SE-UPLC) y aumentos de
29% vy 3,0 % en el porcentaje de especies variantes de carga acidas,
determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. Los resultados de la
prueba de estabilidad acelerada demostraron que un aumento en la cantidad
relativa de especies de HMW y LMW vy la formacion de variantes de carga acidas
fueron las principales vias de degradacién del DP H1H17203P a 50 mg/ml.
Estabilidad frente al estrés en investigacién de DP H1H17203P a 50 mg/ml

Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés en investigacion se
presentan en la Tabla 9. EI DP H1H17203P fue fisica y quimicamente estable
cuando se agité (en vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos. No se
detectd ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de
los atributos monitoreados. EI DP H1H17203P fue fisica y quimicamente estable
cuando se sometié a 8 ciclos de congelacion/descongelacion (congelacion a -
80 °C y descongelacidon a temperatura ambiente). No se detectd ningun cambio

apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos
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monitoreados.

Estabilidad en investigacion de DP H1H17139P a 50 mg/ml|

Estabilidad en almacenamiento en investigacién de DP H1H17139P a 50 mg/ml|
Se muestran tres meses de datos de estabilidad en investigacion del DP
H1H17139P a 50 mg/ml. El DP H1H17139P a 50 mg/ml fue fisica y quimicamente
estable cuando se almacend a 5 °C durante 3 meses (Tabla 4). No se detectd
ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los
atributos monitoreados. EI DP H1H17139P a 50 mg/ml mantuvo la potencia
durante el intervalo de evaluacion de tres meses, segun lo determinado por
analisis de bioensayo.

Estabilidad acelerada en investigacion de DP H1H17139P a 50 mg/ml

Los resultados del analisis del DP H1H17139P a 50 mg/ml después de la
incubacién en condiciones aceleradas se proporcionan en la Tabla 7. Después de
incubar el DP H1H17139P durante 28 dias a 45 °C, se observaron aumentos de
0,8 % y 1,8 % en la cantidad relativa de especies de HMW y LMW (SE-UPLC), y
aumentos de 13,8 % y 12,9 % en el porcentaje de especies variantes de carga
acidas, determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. Después de
incubar el DP H1H17139P durante 3 meses a 25 °C, se observaron aumentos de
0,4 % y 0,5 % en la cantidad de especies de HMW y LMW (SE-UPLC) y aumentos
de 2,6 % y 3,1 % en el porcentaje de especies variantes de carga acidas,
determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. H1H17139P mantuvo la
potencia, segun lo determinado por andlisis de bioensayo, después de la
incubacion en cada una de las condiciones aceleradas. Los resultados de la
prueba de estabilidad acelerada demostraron que un aumento en la cantidad
relativa de especies de HMW y LMW vy la formacion de variantes de carga acidas
fueron las principales vias de degradacion del DP H1H17139P a 50 mg/ml.
Estabilidad frente al estrés en investigacién de DP H1H17139P a 50 mg/ml

Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés en investigacion se
presentan en la Tabla 10. El DP H1H17139P fue fisica y quimicamente estable
cuando se agité (en vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos. No se
detectd ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de
los atributos monitoreados. EI DP H1H17139P fue fisica y quimicamente estable
cuando se sometié a 8 ciclos de congelacion/descongelacion (congelacion a -

80 °C y descongelacién a temperatura ambiente). No se detecté ningun cambio
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apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos
monitoreados.

Estabilidad en investigacion de DP H1H17161P a 50 mg/ml|

Estabilidad en almacenamiento en investigacion de DP H1H17161P a 50 mg/ml
Se muestran tres meses de datos de estabilidad en investigacion para DP
H1H17161P a 50 mg/ml. EI DP H1H17161P a 50 mg/ml fue fisica y quimicamente
estable cuando se almacend a 5 °C durante 3 meses (Tabla 5). No se detectd
ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los
atributos monitoreados. EI DP H1H17161P a 50 mg/ml mantuvo la potencia
durante el intervalo de evaluacion de tres meses, segun lo determinado por
analisis de bioensayo.

Estabilidad acelerada en investigacion de DP H1H17161P a 50 mg/ml

Los resultados del analisis del DP H1H17161P a 50 mg/ml después de la
incubacién en condiciones aceleradas se proporcionan en la Tabla 8. Después de
incubar el DP H1H17161P durante 28 dias a 45 °C, se observaron aumentos de
1,0 % y 1,8 % en la cantidad relativa de especies de HMW y LMW (SE-UPLC), y
aumentos de 15,6 % y 13,2 % en el porcentaje de especies variantes de carga
acidas, determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. Después de
incubar el DP H1H17161P durante 3 meses a 25 °C, se observaron aumentos de
0,7 % y 0,5 % en la cantidad de especies de HMW y LMW (SE-UPLC) y aumentos
de 42 % y 3,4 % en el porcentaje de especies variantes de carga acidas,
determinados por CEX-UPLC e iCIEF, respectivamente. H1H17161P mantuvo la
potencia, segun lo determinado por analisis de bioensayo, después de la
incubacion en cada una de las condiciones aceleradas. Los resultados de la
prueba de estabilidad acelerada demostraron que un aumento en la cantidad
relativa de especies de HMW y LMW vy la formacion de variantes de carga acidas
fueron las principales vias de degradacion del DP H1H17161P a 50 mg/ml.
Estabilidad frente al estrés en investigacién de DP H1H17161P a 50 mg/ml

Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés en investigacion se
presentan en la Tabla 11. EI DP H1H17161P fue fisica y quimicamente estable
cuando se agité (en vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos. No se
detectd ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de
los atributos monitoreados. EI DP H1H17161P fue fisica y quimicamente estable

cuando se sometié a 8 ciclos de congelacion/descongelaciéon (congelacion a -
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80 °C y descongelacién a temperatura ambiente). No se detecté ningun cambio
apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos
monitoreados.

Conclusiones sobre la estabilidad en investigacion de DP H1H17203P, DP
H1H17139P y DP H1H17161P

Los resultados de los estudios de estabilidad del DP en almacenamiento,
aceleradas y frente al estrés indican que las formulaciones de DP H1H17203P,
DP H1H17139P y DP H1H17161P pueden soportar exposiciones limitadas a
temperatura ambiente sin comprometer la estabilidad fisica o quimica. Ademas,
los resultados de los estudios de formulacion de H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P indican que DP H1H17203P, DP H1H17139P y DP H1H17161P son
estables cuando se almacenan a 5 °C durante al menos 3 meses. El DP
H1H17203P, el DP H1H17139P y el DP H1H17161P deben almacenarse a una
temperatura de 2 °C a 8 °C, y la exposiciéon a temperaturas mayores que 8 °C
debe limitarse.

Tabla 3: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17203P a
50 mg/ml almacenado a 5 °C

Numero del estudio de|H1H17203-SS004
estabilidad
Numero de lote de DS fuente | 9018800002
Numero de Ilote de la|L15-0397

formulacién

Formulacién H1H17203P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga 0,4 ml

Contenedor/Cierre Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con
tapon West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo Duracion del almacenamiento (meses)
0 1 3 6 9 12

Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado bado | bado | bado | bado | bado
Turbidez (Aumento de la DO a | 0,00 0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00
405 nm)
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% de H1H17203P total | 100 101 102 109 100 99
recuperado por RP-UPLC
Pureza por No reductora; | 100 NR NR NA NR NA
MCE-SDS % del pico
principal
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Reductora; 99,6 NR NR NA NR NA
% de cadena
pesada +
ligera

Pureza por % de HMW 0,6 0,6 0,7 0,8 0,8 0,9
SE-UPLC % de Nativo 98,3 98,5 (984 [98,2 |979 |97,7
% de LMW 1,2 0,9 0,9 1,0 1,3 1,5
Analisis de | % de Acidas 42,2 422 1412 |415 (41,8 [41,9
variantes de | % de Principal | 46,5 46,9 |47,9 [48,3 |[48,1 47,9

carga por % de Basicas | 11,3 10,9 (10,9 |10,2 |10,1 |[10,2
CEX-UPLC

Andlisis de | % de Acidas 57,1 NR NR NA NR NA
variantes de | % de Principal | 40,5 NR NR NA NR NA

carga por % de Basicas | 2,4 NR NR NA NR NA
iCIEF

Andlisis de | 2-10 um 25573 |NR NR 9370 | NR 1212
particulas =10 um 1267 NR NR 436 NR 24
por MFI =25 um 150 NR NR 28 NR 3
(parti-

culas/ml)

Tabla 4: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17139P a
50 mg/ml almacenado a 5 °C

Numero del estudio de|H1H17139 -SS004
estabilidad
Numero de lote de DS fuente 9019300002
Numero de lote de la|L15-0396

formulacién

Formulacién H1H17139P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga 0,4 ml

Contenedor/Cierre Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con
tapon West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo Duracién del almacenamiento (meses)
0 1 3 6 9 12

Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado |bado |bado |bado |bado
Turbidez (Aumento de laDO a | 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |[0,00
405 nm)
pH 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% de H1H17139P total | 100 100 103 94 101 100
recuperado por RP-UPLC
Pureza por No reductora; | 100 NR NR NA NR NA
MCE-SDS % del pico
principal
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Reductora; 98,7 |NR NR NA NR NA

% de cadena

pesada +

ligera
Pureza por % de HMW 0,6 0,6 0,7 0,8 0,9 0,9
SE-UPLC % de Nativo [984 |984 (98,3 |982 [97,8 |975

% de LMW 1,1 1,0 1,0 1,1 1,4 1,6
Andlisis de | % de Acidas |42,9 |428 [428 |436 [429 |435
variantes de | % de 53,2 |53,2 |529 |521 [52,8 |51,6
carga por Principal
CEX-UPLC % de Basicas | 4,0 4,0 4,3 4,3 4.4 4.9
Analisis de | % de Acidas | 49,4 |NR NR NA NR NA
variantes de | % de | 46,8 |NR NR NA NR NA
carga por Principal
ICIEF % de Basicas | 3,2 NR NR NA NR NA
Analisis de [ 2-10 um 7332 |NR NR 654 NR 1153
particulas por | =10 um 37 NR NR 15 NR 24
MFI =225 um 3 NR NR 3 NR 3
(particulas/ml)

Tabla 5: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17161P a

50 mg/ml almacenado a 5 °C

Numero del estudio de|H1H17161-SS004

estabilidad

Numero de lote de DS fuente 9019800002

Numero de lote de la|L15-0400

formulacion

Formulacién H1H17161P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina,

10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de

polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con
tapon West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo Duracién del almacenamiento (meses)

0 1 3 6 9 12
Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado |bado |bado |bado | bado
Turbidez (Aumento de la DO a | 0,00 |0,00 |[0,00 |0,00 |0,00 |0,00
405 nm)
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% de H1H17161P  total | 100 99 106 106 104 106
recuperado por RP-UPLC
Pureza por No reductora; | 100 NR NR NA NR NA
MCE-SDS % del pico

principal
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ligera

Reductora; 98,4 | NR NR NA NR NA
% de cadena
pesada

+

Pureza por % de HMW 1,1 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7

SE-UPLC % de Nativo 97,4 1973 97,2 |971 96,6 |96,2

% de LMW 1,5 1,5 1,4 1,4 1,8 2,0

Analisis de | % de Acidas 60,5 [60,3 |598 [592 [61,0 |598

variantes  de | % de Principal | 35,7 [35,7 |351 |364 [356 |34,8

CEX-UPLC

carga por % de Basicas | 3,9 4,0 5,1 4,4 3,5 54

Analisis de | % de Acidas 54 1 NR NR NA NR NA

variantes  de | % de Principal | 42,7 |NR NR NA NR NA

iCIEF

carga por % de Basicas | 3,2 NR NR NA NR NA

Analisis de | 2-10 ym

7526 | NR NR 1274 | NR 3066

particulas por | =10 ym

39 NR NR 99 NR 148

(particulas/ml)

MF| > 25 um

Tabla 6: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17203P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones aceleradas

Numero del estudio de
estabilidad

H1H17203-SS004

Numero de lote de DS
fuente

9018800002

Numero de lote de la
formulacién

L15-0397

Formulacién

H1H17203P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina, 10 %
(p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH
6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapdn
West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo

Condicién de almacenamiento/Duracion del
almacenamiento

Sin 25 °C (meses) 45 °C (dias)
alma-
cena-
mien-
to

0 0,5 1 3 7 14 28

Color y aspecto

Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado | bado |bado |bado |bado | bado

Turbidez (Aumento de
la DO a 405 nm)

0,00 |0,00 (0,00 {000 |0,00 (0,01 |0,01

pH

6,1 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
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% de H1H17203P total
recuperado por RP-
UPLC

100 100 101 102 |99 99 101

Pureza No

100 NR NR 100 NR NR 98,2

por reductora;
MCE- % del pico
SDS principal
Reductora; [99,6 |NR NR 99,1 NR NR 98,4
% de
cadena
pesada +
ligera
Pureza % de HMW | 0,6 0,7 0,8 0,9 1,4 1,8 2,7
por % de Nativo [98,3 983 [981 [976 |97,1 [96,2 |944

SE-UPLC | % de LMW

1,2 1,0 1,1 1,5 1,5 2,0 2,8

Andlisis | % de Acidas

42,2 42,3 [43,0 |451 |46,2 [50,3 |573

por CEX- | Basicas
UPLC

de % de 46,5 (47,2 (47,0 (459 |43,7 |40,3 |334
variantes | Principal
de carga | % de 11,3 (10,5 [10,0 |9,0 10,1 (94 9,3

Andlisis | % de Acidas

57,1 |NR NR 60,1 |NR NR 70,6

de % de | 40,5 |[NR NR 37,0 |NR NR 26,3
variantes | Principal

de carga | % de 2,4 NR NR 3,0 NR NR 3,1
por Basicas

iCIEF

Analisis 2-10 pm
de parti-

25 NR NR 10 NR NR 2677
573 568

culas por | =10 um

1267 | NR NR 989 NR NR 149

MFI > 25 um
(parti-
culas/
ml)

150 NR NR 187 NR NR 25

Tabla 7: Estabilidad en investigacién del producto farmacéutico H1H17139P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones aceleradas

Numero del estudio de
estabilidad

H1H17139-SS004

Numero de lote de DS | 9019300002
fuente
Numero de lote de la | L15-0396

formulacién

Formulacién

H1H17139P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina, 10 %
(p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH
6,0

Volumen de carga

0,4 ml
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Contenedor/ Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapén
West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo Condicién de almacenamiento/Duracién del
almacenamiento
Sin 25 °C (meses) 45 °C (dias)
alma-
cena-
mien-
to
0 0,5 1 3 7 14 28
Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado | bado |bado |bado |bado | bado
Turbidez (Aumento de la { 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |[0,00 |O0,01
DO a 405 nm)
pH 6,0 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,0
% de H1H17139P total | 100 100 100 104 100 100 99
recuperado por RP-
UPLC
Pureza No 100 NR NR 99,5 [NR NR 98,8
por reductora;
MCE- % del pico
SDS principal
Reductora; |98,7 | NR NR 99,1 [NR NR 98,4
% de
cadena
pesada +
ligera
Pureza % de HMW | 0,6 0,7 0,8 1,0 0,9 1,1 1,4
por % de Nativo | 984 981 (98,0 |974 |976 |96,8 |957
SE-UPLC | % de LMW | 1,1 1,2 1,2 1,6 1,5 2,1 2,9
Analisis % de Acidas | 42,9 |43,0 [432 [455 [454 |495 |56,7
de % de | 53,2 52,8 |524 [496 (499 |456 |38,5
variantes | Principal
de carga | % de | 4,0 4,3 4,4 4,9 4.8 5,0 4.8
por CEX- | Basicas
UPLC
Analisis % de Acidas | 49,4 | NR NR 52,5 |NR NR 62,3
de % de [ 46,8 | NR NR 43,0 |[NR NR 32,2
variantes | Principal
de carga | % de | 3,2 NR NR 3,9 NR NR 4,8
por Basicas
iCIEF
Analisis 2-10 um 7332 |NR NR 1279 | NR NR 4628
de 210 um 37 NR NR 65 NR NR 170
particulas | > 25 ym 3 NR NR 6 NR NR 23
por MFI
(particu-
las/ml)
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Tabla 8: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17161P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones aceleradas

Numero del estudio | HIH17161-SS004

de estabilidad

Numero de lote de DS | 9019800002

fuente

Numero de lote de la | L15-0400

formulacion

Formulacién H1H17161P a 50 mg/ml, 10 mM de histidina, 10 %

(p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH
6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapén
West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Ensayo Condicién de almacenamiento/Duracion del
almacenamiento
Sin 25 °C (meses) 45 °C (dias)
alma-
cena-
mien-
to
0 0,5 1 3 7 14 28
Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado | bado |bado |bado |bado | bado
Turbidez (Aumento de | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 0,00
la DO a 405 nm)
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% de H1H17161P | 100 105 98 107 99 96 99
total recuperado por
RP-UPLC
Pureza No 100 NR NR 98,4 |NR NR 96,1
por reductora;
MCE- % del pico
SDS principal
Reductora; | 98,4 | NR NR 97,6 |NR NR 97,8
% de
cadena
pesada +
ligera
Pureza % de [ 1,1 1,4 1,6 1,8 1,5 1,7 2,1
por HMW
SE- % de |974 |(97,0 |96,8 [96,2 |96,5 |95,6 94,6
UPLC Nativo
% de LMW | 1,5 1,7 1,7 2,0 2,0 2,6 3,3
Analisis | % de 60,5 (61,0 |61,7 |64,7 |64,7 |69,1 76,1
de Acidas
variantes | % de 35,7 (346 |34,2 |30,0 |30,8 |26,6 19,4
de carga | Principal
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por CEX- | % de | 3,9 4.4 4,2 5,4 4.4 4,2 4,5
UPLC Basicas

Andlisis | % de | 54,1 |NR NR 57,5 |NR NR 67,3
de Acidas

variantes | % de | 42,7 |NR NR 38,0 |NR NR 26,9
de carga | Principal

por % de | 3,2 NR NR 4.4 NR NR 5,8
iICIEF Basicas

Analisis | 2-10 um 7526 | NR NR 468 NR NR 2204
de > 10 um 39 NR NR 33 NR NR 98
particu- | >25 um 7 NR NR 5 NR NR 7
las por

MFI

(particu-

las/ml)

Tabla 9: Estabilidad en

investigacion del producto farmacéutico H1H17203P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones de estrés

Numero del estudio de estabilidad

RG3470-SS004

Numero de lote de DS fuente

9018800002

Numero de lote de la formulacion

L15-0397

Formulaciéon

H1H17203P a 50 mg/ml, 10 mM de
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 %
(p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml
con tapon West S2-F451 4432/50 GRY
B2-40

Ensayo Condicion de estrés/Duracion del estrés
Sin Agitacion Congelacién/
estrés | (minutos) descongela-

cion (ciclos)
0 60 120 4 8

Color y aspecto Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado bado bado | bado | bado

Turbidez (Aumento de la DO a| 0,00 0,00 0,00 |0,00 |0,00

405 nm)

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

% de H1H17203P total recuperado | 100 100 100 99 100

por RP-UPLC

Pureza por | No reductora; 100 NR 100 NR 100

MCE-SDS % del pico principal

Reductora; 99,6 NR 99,6 |NR 99,2
% de cadena
pesada + ligera
Pureza por | % de HMW totales 0,6 0,5 0,5 0,6 0,6
SE-UPLC % de Nativo total 98,3 98,3 98,3 [98,3 |98,3
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% de LMW totales 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1
Analisis de | % de Acidas 42,2 42,3 42,3 42,3 |424
variantes de | % de Principal 46,5 46,8 46,8 | 46,7 | 46,6
carga  por | % de Basicas 11,3 11,0 11,0 | 11,0 [11,0
CEX-UPLC
Analisis de | % de Acidas 57,1 NR 575 |[NR |[57,1
variantes de | % de Principal 40,5 NR 39,8 [ NR 40,5
carga por % de Basicas 24 NR 2,6 NR 2,3
iCIEF

Tabla 10: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17139P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones de estrés

Numero del estudio de estabilidad

H1H17139-SS004

Numero de lote de DS fuente

9019300002

Numero de lote de la formulacion

L15-0396

Formulacién

H1H17139P a 50 mg/ml, 10 mM de
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 %
(p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml
con tapén West S2-F451 4432/50 GRY
B2-40

Condicién de estrés/Duracién del estrés

sin | Agitacion Congelacion/
. . descongelacion
estrés | (minutos) :
(ciclos)
Ensayo 0 60 120 4 8
Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
Color y aspecto bado bado |[bado | bado bado
Turbidez (Aumento de la DO a 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
405 nm)
pH 6,0 6,1 6,0 6,0 6,1
% de H1H17139P total recuperado
oor RP-UPLC 100 100 100 100 100
Noreductora; 1400 |NR  [100 |NR | 100
Yo del pico principal
Pureza por -
MCE-SDS Reductora;
% de cadena | 98,7 NR 99,1 |NR 99,3
pesada + ligera
Pureza por % de HMW totales | 0,6 0,5 0,5 0,6 0,6
SE-UPL% % de Nativo total 98,4 98,4 98,4 984 98,4
% de LMW totales 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
Analisis de | % de Acidas 42,9 42,9 42,9 | 43,1 42,9
variantes de | % de Principal 53,2 53,2 53,2 [53,0 53,2
oEX-UPLG. | % de Basicas 40 |39 [39 |40 |39
Andlisis de | % de Acidas 49,4 NR 49,8 [ NR 49,5
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Numero del estudio de estabilidad

H1H17139-SS004

Numero de lote de DS fuente

9019300002

Numero de lote de la formulacion

L15-0396

Formulacién

H1H17139P a 50 mg/ml, 10 mM de
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 %
(p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml
con tapon West S2-F451 4432/50 GRY
B2-40

Condicién de estrés/Duracién del estrés

Sin Agitacion Congelamon{’
. . descongelacién
estrés | (minutos) .
(ciclos)

Ensayo 0 60 120 4 8
variantes de | % de Principal 46,8 NR 46,0 | NR 46,5
carga por .
iCIEF % de Basicas 32 NR 3,7 NR 3,5

Tabla 11: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico H1H17161P a

50 mg/ml — Efecto de las condiciones de estrés

Numero del estudio de estabilidad

H1H17161-SS004

Numero de lote de la DS
H1H17161P fuente

9019800002

Numero de lote de la formulaciéon

L15-0400

Formulaciéon

H1H17161P a 50 mg/ml, 10 mM de
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 %
(p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml
con tapon West S2-F451 4432/50 GRY
B2-40

Condicién de estrés/Duracién del estrés

Sin | Agitacioén Congelacion/
. . descongelacion
estrés | (minutos) :
(ciclos)
Ensayo 0 60 120 4 8
Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
Color y aspecto bado bado | bado bado bado
Turbidez (Aumento de la DO a
405 nm) 0,00 0,00 |0,00 0,00 0,00
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% de H1H17161P total 100
recuperado por RP-UPLC 100 101 99 98
Pureza por No reductora;
o .
MCE-SDS /o. . del pico | 100 NR 100 NR 100
principal
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Numero del estudio de estabilidad

H1H17161-SS004

Numero de lote de la DS
H1H17161P fuente

9019800002

Numero de lote de la formulaciéon

L15-0400

Formulaciéon

H1H17161P a 50 mg/ml, 10 mM de
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 %
(p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml
con tapon West S2-F451 4432/50 GRY
B2-40

Condicién de estrés/Duracién del estrés

Sin | Agitacioén gOnge'aC'onf,
estrés | (minutos) gscongelamon
(ciclos)
Ensayo 0 60 120 4 8
Reductora;
% de cadena|98/4 NR 98,7 NR 97,9
pesada + ligera
Pureza por % de HMW totales | 1,1 1,0 1,1 1,1 1,1
SE-UPLC % de Nativo total 97,4 97,4 |97,5 97,4 97,3
% de LMW totales | 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Analisis  de | % de Acidas 60,5 60,3 |60,3 60,5 60,9
variantes de | % de Principal 35,7 359 |35,8 35,6 35,2
carga or .
CEX.UPLC | % de Basicas 39 |38 [39 |40 |40
Andlisis  de | % de Acidas 54,1 NR [53,2 NR 54,4
variantes de | % de Principal 42,7 NR 42,6 NR 42,3
carga por .
CIER % de Basicas 32 |NR |43 |[NR |33

Conclusiones

Los anticuerpos H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P se fabrican como un DP
IV. EI DP H1H17203P contiene anticuerpo
H1H17203P a 50 mg/ml formulado en una solucién que contiene 10 mM de
histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y 10 % (p/v) de sacarosa. El DP
H1H17139P contiene anticuerpo H1H17139P a 50 mg/ml formulado en una

liquido para la administracion

solucion que contiene 10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y
10 % (p/v) de sacarosa. EI DP H1H17161P contiene anticuerpo H1H17161P a
50 mg/ml formulado en una solucion que contiene 10 mM de histidina, pH 6,0,
0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y 10 % (p/v) de sacarosa.

En base a los resultados de los estudios en este ejemplo, el DP H1H17203P a
50 mg/ml, el DP H1H17139P a 50 mg/ml y el DP H1H17161P a 50 mg/ml son

92



estables cuando se almacenan a 2-8 °C durante al menos 12 meses. Ademas, las
principales vias de degradacién identificadas en condiciones aceleradas fueron la
formacion de especies de HMW y LMW y variantes de carga acidas.

Ejemplo 5: Estudios de estabilidad de la formulacion acuosa que contiene
combinacion de anticuerpos anti-EBOV a 50 mg/ml

Se formularon tres anticuerpos monoclonales anti-EBOV, H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P, mediante el uso de 50 mg/ml de proteina total
(H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml y H1H17161P a
16,7 mg/ml), 10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y 10 %
(p/v) de sacarosa. Se formularon tres anticuerpos monoclonales anti-EBOV y se
combinaron en un unico vial de vidrio. Se desarrollaron los métodos usados para
evaluar la estabilidad para proporcionar, cuando sea posible, informacion sobre
cada anticuerpo componente. Sin embargo, muchos de los métodos analiticos no
pueden proporcionar informacion sobre cada anticuerpo individual. Cuando no se
pueden proporcionar resultados individuales para cada anticuerpo, el método
analitico proporciona datos de estabilidad del producto farmacéutico total.

La estabilidad fisica de una formulacion se refiere a propiedades tales como color,
aspecto, pH, turbidez y concentracién de proteina. La presencia de particulas
visibles en la solucion puede detectarse por inspeccion visual. Una solucion pasa
la inspeccidn visual si es transparente a ligeramente opalescente, esencialmente
libre de particulas visibles e incolora a amarillo palido. La turbidez, medida por un
aumento de la DO a 405 nm, también puede usarse para detectar particulas en
solucion. Un aumento de la DO a 405 nm puede indicar la presencia de particulas,
un aumento de la opalescencia o un cambio de color de los articulos de prueba.
La MFI se usa para medir particulas subvisibles de 22 ym de tamafo. La
concentracion de proteina total se mide mediante un ensayo RP-UPLC y se
informa como el por ciento de recuperacion de proteinas con relacion al material
inicial.

En el ensayo de RP-UPLC, los picos de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P
no pueden resolverse entre si después de la elucion de la columna de fase
inversa (Figura 1). La concentracién de proteina total (H1H17203P, H1IH17139P y
H1H17161P) se determina mediante la comparacion del area del pico con una
curva de calibracion generada mediante el uso de un estandar de H1H17203P.

Debido a que el coeficiente de extincion de H1H17203P, H1H17139P vy
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H1H17161P es 1,50, 1,57 y 1,36, respectivamente, el coeficiente de extincion de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P coformulados (1:1:1) seria
aproximadamente 1,48 (el promedio de los tres coeficientes de extincién). Por lo
tanto, se eligio el estandar de H1H17203P (coeficiente de extincién, 1,50) para
generar la curva estandar para determinar la concentracion de proteina total en la
formulacién coformulada. El por ciento de recuperacién se calcula en base a la
concentracion de proteina total medida con relacion a la concentracion inicial.

La estabilidad quimica se refiere a la formacion de formas modificadas
covalentemente (por ejemplo, agregados covalentes, productos de escision o
formas de variantes de carga) y formas modificadas no covalentemente (por
ejemplo, agregados no covalentes) de proteina. Los productos de degradacion de
mayor y menor peso molecular pueden separarse del producto de peso molecular
nativo mediante el uso de los métodos SE-UPLC y MCE-SDS. Las formulaciones
de tres anticuerpos se caracterizaron en cuanto a la pureza total (H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P nativos) por SE-UPLC (es decir, la pureza de peso
molecular de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P no se determino
individualmente) porque las especies nativas de H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P no pueden resolverse entre si (Figura 2). De manera similar, las
formulaciones de tres anticuerpos se caracterizaran en cuanto a las especies de
peso molecular alto (HMW) totales (H1H17203P HMW, H1H17139P HMW vy
H1H17161P HMW) y las especies de peso molecular bajo (LMW) totales
(H1H17203P LMW, H1H17139P LMW y H1H17161P LMW) porque las especies
de HMW o LMW de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P no pueden
resolverse entre si (Figura 2). El porcentaje de especies de HMW totales o de
especies de LMW totales en la formulacion de 3 anticuerpos, determinado
mediante el uso del método SE-UPLC, se calcula a partir de la relacion del area
de especies de HMW totales o especies de LMW totales respecto al area total de
todos los picos de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P, respectivamente. La
pureza total, determinada por MCE-SDS no reductora, se calcula a partir de la
relacion de la intensidad de banda principal de H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P respecto a la intensidad total de todas las bandas. La pureza total,
determinada por MCE-SDS reductora, se calcula a partir de la relacién de la suma
de las intensidades de banda de cadena pesada y cadena ligera de H1H17203P,

H1H17139P y H1H17161P con relacion a la intensidad total de todas las bandas.
94



El método iCIEF no tuvo una resolucidn suficiente para separar todas las formas
de variantes de carga de los tres anticuerpos. Por lo tanto, este método analitico
no se usd para evaluar los cambios en el perfil de variantes de carga de las
muestras de formulacion de tres anticuerpos. Las formas de variantes de carga de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P coformuladas pudieron resolverse
mediante el uso del método CEX-UPLC. Para H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P, los picos con tiempos de retencion anteriores a los del pico principal
se etiquetan como picos “acidos”; los picos con tiempos de retencion posteriores a
los del pico principal se etiquetan como picos “basicos”. Los porcentajes de los
picos acidos, principal y basicos se calculan mediante la comparacién del area de
picos individuales respecto a las areas de picos totales de cada anticuerpo.

El producto farmacéutico (DP) usado para los estudios de estabilidad en
almacenamiento, acelerada y frente al estrés se creo al cargar 0,4 ml de FDS en
viales de vidrio tipo 1 de 2 ml. El DP se incubé en varias condiciones de
temperatura elevada, con relacion a las condiciones de temperatura de
almacenamiento. Estas condiciones aceleradas se seleccionaron para simular las
condiciones a las que el DP puede someterse durante la fabricacion y la
manipulacion para dilucidar las vias de degradacion de la coformulacién de DP
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P. En la Tabla 12 se presenta un resumen
de las condiciones de estabilidad en almacenamiento, aceleradas y frente al
estrés del DP coformulado, y en la Tabla 13 se presentan los planes de analisis.
Tabla 12: Estudios de estabilidad en investigacion del DP combinado de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P

Estabilidad en almacenamiento Contenedor/Cierre
Temperatura de | Duracion del
almacenamiento almacenamiento (meses)
5°C 0,1,3,6,9, 12, 18,24 y

36 s
Estab.ili.dlad ac.elerada” _ | _ t)/:)drcr)lcs)ilicato tipod?
Condicion de incubacion Duracion de la incubacion | -5 tapén de
25°C 0, 0,5, 1y 3 meses goma de butilo
45 °C 0,7,14 y 28 dias 4432/50 recubierto
Estabilidad frente al estrés con FluroTec®
Estrés Duracién del estrés
Agitacion (en vortex) 0, 60 y 120 minutos

Congelacion/Descongelacion? | 0, 4 y 8 ciclos
aCongelado a -30 °C y descongelado a temperatura ambiente.
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Tabla 13: Estudios de estabilidad en investigacion, plan de analisis del DP

combinado de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P

Ensayo Muestras a analizar
Color y aspecto Todas las muestras
pH Todas las muestras

Turbidez (Aumento de la DO a
405 nm)

Todas las muestras

% de H1H17203P,
H1H17139P, H1H17161P total
recuperado por RP-UPLC

Todas las muestras

Pureza total (H1H17203P,
H1H17139P, H1H17161P) por

t=0,6,12,24y 36 meses a5 °C;
6 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C

H1H17139P, H1H17161P) por
SE-UPLC

MCE-SDS reductora y no|[120 min de agitaciéon, Congelacién/
reductora Descongelacion 8X
Pureza total (H1H17203P,

Todas las muestras

Andlisis de variantes de carga

Todas las muestras

por CEX-UPLC

t=0,6,12,24y 36 meses a5 °C;

Analisis del material | 6 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C

particulado por MFI 120 min de agitacién, Congelacion /
Descongelacion 8X

% de Potencia relativa de t=0,6,12, 24y 36 meses a 5 °C;

6 meses a 25 °C; 28 dias a 45 °C
120 min de agitacién, Congelacion /
Descongelacion 8X

H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P por bioensayo

Estabilidad en almacenamiento en investigacion de la coformulacion de DP
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total)

Se muestran tres meses de datos de estabilidad en almacenamiento en
investigacion de la coformulacién de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P.
La coformulacién de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P fue fisicamente
estable cuando se almacen6 a 5 °C durante 3 meses. Se observd un aumento de
0,2 % en las especies de HMW totales por SE-UPLC cuando la coformulacién de
DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total) se
almacend a 5 °C durante 3 meses, y se observo un aumento de 0,6 en HMW
totales por SE-UPLC después del almacenamiento a 5 °C durante 18 meses. No
se detectdé ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica de la
coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de

proteina total) en ninguno de los otros atributos monitoreados. H1H17203P,
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H1H17139P y H1H17161P mantuvieron la potencia durante el intervalo de
evaluacion de 3 meses segun lo determinado por analisis de bioensayo. Ver la
Tabla 14.

Estabilidad acelerada en investigacion de la coformulacion de DP H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total)

Los resultados del analisis de la coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P después de la incubacidn en condiciones aceleradas se proporcionan
en 4. Después de la incubacion durante 28 dias a 45 °C, se observd un aumento
de 1,3 % en la cantidad relativa de especies de HMW totales (SE-UPLC).
Después de la incubacion durante 28 dias a 45 °C, se observdé un aumento de
14,7 %, 144 % y 22,9 % en las especies variantes de carga acidas de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (CEX-UPLC), respectivamente. Después
de la incubacion durante 3 meses a 25 °C, se observo un aumento del 2,6 %,
25% y 5,6 % en las especies variantes de carga acidas de H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P (CEX-UPLC), respectivamente. H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P mantuvieron la potencia, segun lo determinado por
analisis de bioensayo, después de la incubacidn en condiciones aceleradas. Los
resultados de la prueba de estabilidad acelerada demostraron que un aumento en
las cantidades relativas de especies de HMW totales, especies de LMW totales y
la formacién de variantes de carga acidas de H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P fueron las principales vias de degradacion de la coformulacién de DP
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total). Ver la
Tabla 15.

Estabilidad frente al estrés en investigacion de la coformulacion de DP
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total)

Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés de la coformulacion
de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P se proporcionan en la Tabla 16.
La coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P fue fisica y
quimicamente estable cuando se agité (en vortex a temperatura ambiente)
durante 120 minutos o cuando se someti6 a 8  Vciclos de
congelacion/descongelacion (congelacion a -30 °C y descongelacion a
temperatura ambiente). No se detectd ningun cambio apreciable en la estabilidad
fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. H1H17203P,

H1H17139P y H1H17161P mantuvieron la potencia cuando el DP se agité durante
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120 minutos o cuando se sometié a 8 ciclos de congelacién/descongelacién. Ver
la Tabla 16.

Conclusiones sobre la estabilidad en investigaciéon del producto farmacéutico
H1H17203-3471-3479 coformulado

Los resultados de los estudios de estabilidad en almacenamiento, acelerada y
frente al estrés indican que la coformulacién de DP H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P sera estable durante la fabricacibn (operaciones de
cargal/terminacion y etiquetado). La formulacion del DP combinado de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P puede soportar exposiciones cortas a
temperatura ambiente sin comprometer la estabilidad fisica o quimica. El DP
combinado de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P se almacenara a una
temperatura de 2 °C a 8 °C, y la exposicion a temperaturas mayores que 8 °C
sera limitada.

El almacenamiento a largo plazo de la coformulacion de DP H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P a 2-8 °C se determin6 durante 36 meses (Tabla 14).
Se observaron aumentos de 0,7 % en cada una de las especies de HMW totales y
las especies de LMW totales después del almacenamiento a 5 °C durante 36
meses. Se observaron cambios de 1,1 %, 1,2 % y 7,3 % en especies acidas de
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P, respectivamente. No se observé ningun
cambio significativo en la potencia durante los 36 meses de duracion del estudio,
lo que indica que la formulacién anti-EBOV proporciond una estabilidad en
almacenamiento a largo plazo aceptable en condiciones de refrigeracion.

Tabla 14: Estabilidad en investigacion del DP combinado de H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total) almacenado a 5 °C

Numero del estudio de | \141117203p, H1H17139P y H1H17161P-S5002
estabilidad
Numero de lote 9018800002, 9019300002, 9019800002
Numero _’de lote de la L15-401
formulacion
H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml, H1H17161P a
Formulacion 16,7 mg/ml, 10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, 10 %
(p/v) de sacarosa
Volumen de carga 0,4 ml
Contenedor/Cierre Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapon West S2-F451 4432/50
GRY B2-40
Duracion del almacenamiento (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 36
Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
Colory aspecto bado [ bado | bado | bado | bado | bado [ bado | bado | bado
Turbidez (Aumento de la
DO a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1
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Numero del
estabilidad

estudio de

H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P-SS002

Ndmero de lote

9018800002, 9019300002, 9019800002

NUmero”de lote de la L15-401
formulacion

H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml, H1H17161P a
Formulacion 16,7 mg/ml, 10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, 10 %

(p/v) de sacarosa

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapédn West S2-F451 4432/50
GRY B2-40

Duracién del almacenamiento (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 36
% de
t'zrt‘;tle'”a H1H17203P,
recupera- H1H17139P y | 100 101 104 104 103 103 101 103 102
d H1H17161P
a por
RP-UPLC
No reductora;
%
(H1H17203P,
H1H17139P y 100 NR NR 99,6 NR 99,7 NR 99,7 100,0
H1H17161P)
principal
Reductora; %
Pureza (H1H17203P,
total por H1H17139P y
MCE-SDS | H1H17161P)
de cadena
pesada + % | 99,3 NR NR 99,2 NR 99,2 NR 99,1 98,9
(H1H17203P,
H1H17139P y
H1H17161P)
de cadena
ligera
0,
tA) lde HMW 0,7 0,8 0,9 1.1 11 1,2 1,3 1,3 1,4
Pureza ootaes -
total por | 7o de Nativo | g5 1980 | 980 |978 |976 |972 |973 |99 |98
SE-UPLC f;’ta' e
t° © 1,1 1,1 11 1,1 1,3 1,7 1,5 1,8 1,8
otales
% de
Aci- 37,3 37,2 36,6 36,0 36,9 37,1 37,9 38,2 38,4
das
H1H | % de
1720 | Prin- 41,3 41,3 41,8 42,8 421 421 41,3 411 42,6
3P cipal
% de
Basi- 21,5 21,6 21,6 21,2 21,1 20,7 20,8 20,7 19,0
. cas
Variantes % do
de carga Aci- | 432 [431 |429 |407 |419 |425 |442 |445 |420
por CEX- das
UPLC H1H | % de
1713 | Prin- 53,5 53,7 53,8 56,0 54,7 53,9 52,4 52,0 54,4
9P cipal
% de
Basi- 3,2 3,2 3,3 3,4 3,4 3,6 3,5 3,5 3,6
cas
H1H | % de
1716 | Aci- 50,3 50,5 48,3 50,5 52,4 50,9 54,3 55,2 57,6
1P das
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Numero del estudio de | | 141117503p, H1H17139P y H1H17161P-SS002

estabilidad
Numero de lote 9018800002, 9019300002, 9019800002
Numero ”de lote de Ila L15-401
formulacion
H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml, H1H17161P a
Formulacion 16,7 mg/ml, 10 mM de histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, 10 %
(p/v) de sacarosa
Volumen de carga 0,4 ml
Contenedor/Cierre Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapdn West S2-F451 4432/50
GRY B2-40
Duracién del almacenamiento (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 36
% de
Prin- | 44,6 44 .4 45,0 46,0 43,8 43,7 41,9 40,2 38,1
cipal
% de
Basi- | 5,2 51 6,7 3,5 3,8 54 3,8 4,7 43
cas
ﬁga"s's 2-10 pm ;gs NR |NR |7081 |NR |1472 |4337 | 4506 |8719
particulas | =10 ym 55 NR NR 626 NR 35 359 951 1212
por MFI
(particulas | =25 um 3 NR NR 120 NR 5 26 129 210
/ml)
% de | Ensayo de
Potencia neutralizacién | 107 NR 80 80 NR 69 NR 72 86
relativa viral
(bioensa- Ensayo de
y0) ADCC 112 NR 105 126 NR 125 NR 111 116

NR, no requerido.

Los resultados de los estudios acelerados se proporcionan a continuacion en la
Tabla 15. Después de la incubacién durante 3 meses a 25 °C, se observd un
aumento de 0,6 % en la cantidad relativa de especies de HMW totales y especies
de LMW totales. Se observaron aumentos en las variantes de carga acidas de
26%, 25 % y 56 % para H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P,
respectivamente. La coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P mantuvo la potencia después de la incubacién en condiciones
aceleradas. Después de la incubacion durante 28 dias a 45 °C, se observd un
aumento de 1,3 % en la cantidad relativa de especies de HMW totales, mientras
que el aumento de las especies de LMW totales fue de 1,9 %.

Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés y acelerada de la
coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P demostraron
aumentos limitados en las cantidades relativas de especies de HMW totales,
especies de LMW totales y variantes de carga acidas de la coformulacién de DP
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P de manera similar a las de las
formulaciones individuales.

Tabla 15: Estabilidad en investigacion del DP combinado de H1H17203P,
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H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total) — Efecto de las

condiciones aceleradas

Numero del estudio de estabilidad H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P-SS002
Numero de lote 9018800002, 9019300002, 9019800002
Numero de lote de la formulacion L15-401
H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml,
Formulacién H1H17161P a 16,7 mg/ml, 10 mM de histidina, pH 6,0,
0,1 % (p/v) de polisorbato 80, 10 % (p/v) de sacarosa
Volumen de carga 0,4 ml

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de 2 ml con tapén
West S2-F451 4432/50 GRY B2-40

Condicion de almacenamiento/Duracion del
almacenamiento

Contenedor/Cierre

Sin
alma- 1 55 56 (meses) 45 °C (dias)
cena-
miento
Ensayo 0 0,5 1 3 7 14 28

Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

Colory aspecto bado bado | bado [ bado | bado | bado | bado

Turbidez (Aumento de la DO a 405 nm) 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01
pH 6,1 6,0 6,1 6,1 6,0 6,1 6,1

% de Proteina

total H1H17203P, H1H17139P vy

recuperada H1H17161P 100 100 101 104 99 98 101
por RP-UPLC

No reductora;
% (H1H17203P, H1H17139P | 100 NR NR 100 NR NR 98,5
y H1H17161P) principal
Pureza total | Reductora;

por % (cadena pesada de
MCE-SDS H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P) + % (cadena
ligera de H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P)

99,3 NR NR 98,8 | NR NR 98,0

Pureza total | % de HMW totales 0.7 10 |14 |13 |11 |14 |20
por % de Nativo total 982 | 97.7 | 976 | 970 | 972 |95 | 950
SE-UPLC % de LMW totales 11 13 |13 |17 |17 |22 |30
% de Acidas | 37.3 | 375 | 380 | 39.9 | 402 | 43.7 | 52.0
% de
HTH17203P | pringipal 413 | 416 |415 | 404 | 302 | 364 |317

% de Basicas | 21,5 209 [205 | 196 [206 |199 [16,2
% de Acidas | 43,2 431 | 43,5 | 457 |46,0 |498 |576

Variantes de

% de
(c::aEri?uchpor HTRT7139P | principal 535 |534 |530 |503 |499 |456 | 38,1
% de Basicas | 3,2 3,5 3,5 4,0 4,0 4,6 4,4
% de Acidas | 50,3 51,7 [ 53,2 |559 [562 |615 [732
% de
H1H17161P Principal 44,6 431 [42,3 | 37,0 [389 |332 [221
% de Basicas | 5,2 53 4,5 7,1 4,9 5,3 4,6
Andlisis  de 16
particulas por 210 ym 393 NR NR 1785 | NR NR 1882
MFI =10 ym 55 NR NR 200 NR NR 144
(particulas/ml) | =25 ym 3 NR NR 41 NR NR 33
% de [ Ensayo de neutralizacion viral | 107 NR NR 86 NR NR 75
Potencia
relativa  por | Ensayo de ADCC 112 NR NR 116 NR NR 123
bioensayo

NR, no requerido.
Los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés demostraron que la

coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P fue fisica y
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quimicamente estable cuando se agité (en vortex a temperatura ambiente)
durante 120 minutos o cuando se someti® a ocho ciclos de
congelaciéon/descongelacion (Tabla 16). No se detectd ningun cambio apreciable
en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. La
potencia se mantuvo cuando la coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P se agitd6 o cuando se someti6 a  ciclos de
congelacién/descongelacion.

Tabla 16: Estabilidad en investigacion del DP combinado H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P (1:1:1, 50 mg/ml de proteina total) — Efecto de las

condiciones de estrés

. . . H1H17203P, H1H17139P y

Numero del estudio de estabilidad H1H17161P -SS002

NGmero de lote 9018800002, 9019300002,
9019800002

Numero de lote de la formulacion L15-401
H1H17203P a 16,7 mg/ml,
H1H17139P a 16,7 mg/ml,

Formulacion H1H17161P a 16,7 mg/ml, 10 mM de

histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, 10 % (p/v) de sacarosa

Volumen de carga 0,4 ml
Vial de vidrio de borosilicato tipo | de
Contenedor/Cierre 2 ml con tapén West S2-F451 4432/50
GRY B2-40
Condicion de estrés/Duracion del
estrés

Sin Agitacion Congelamon{ .
descongelacién

estrés | (minutos)

(ciclos)
Ensayo 0 60 120 |4 8
Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

Color y aspecto bade | bade | bade | bado | bade
Turbidez (Aumento de la DO a 000 looo |o00 |o0o00 0.00
405 nm) ’ ’ ’ ’ ’
pH 6,1 6,0 6,0 6,1 6,1
% de
;rt‘;tle'”a H1H17203P,

H1H17139P y | 100 100 | 100 | 101 101
recuperada H1H17161P
por RP-
UPLC
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Numero del estudio de estabilidad

H1H17203P, H1H17139P y
H1H17161P -SS002

NGmero de lote 9018800002, 9019300002,
9019800002

Numero de lote de la formulacion L15-401
H1H17203P a 16,7 mg/ml,
H1H17139P a 16,7 mg/ml,

Formulacién

H1H17161P a 16,7 mg/ml, 10 mM de
histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, 10 % (p/v) de sacarosa

Volumen de carga

0,4 ml

Contenedor/Cierre

Vial de vidrio de borosilicato tipo | de
2 ml con tapon West S2-F451 4432/50
GRY B2-40

Condicion de estrés/Duracion del
estrés
, . Congelacion/
Sin Agitacion d lacic
estrés | (minutos) escongetacion
(ciclos)
Ensayo 0 60 120 |4 8
No reductora;
% de Nativo
(H1H17203P, 100 NR 99,7 |NR 100
H1H17139P y
H1H17161P)
Reductora;
’[F:)L’:;Ief)?)r % (cadena pesada de
MCE-SDS H1H17203P,
H1H17139P y
H1H17161P) + %199,3 |NR 99,1 |NR 98,8
(cadena ligera de
H1H17203P,
H1H17139P y
H1H17161P)
Pureza % de HMW totales 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8
total por % de Nativo total 98,2 |98,1 |98,1 |98,2 98,1
SE-UPLC % de LMW totales 1,1 1,2 1,2 1,1 1,1
% de
Acidas 37,3 |371 |373 |372 |374
H1H17203p | 2 de
Principal 41,3 41,3 (41,2 | 41,2 41,0
Variantes % de
de carga Basicas 215 216 |215 (21,6 21,6
por CEX- % de
UPLC Acidas 43,2 1431 (43,4 |43,3 43,5
H1H17139P | /° de
Principal 53,5 |53,6 |53,5 |534 53,3
% de
Basicas 3,2 3,3 3,2 3,3 3,2
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H1H17203P, H1H17139P y

Numero del estudio de estabilidad H1H17161P -SS002

NGmero de lote 9018800002, 9019300002,
9019800002

Numero de lote de la formulacion L15-401
H1H17203P a 16,7 mg/ml,
H1H17139P a 16,7 mg/ml,

Formulacion H1H17161P a 16,7 mg/ml, 10 mM de

histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, 10 % (p/v) de sacarosa

Volumen de carga 0,4 ml
Vial de vidrio de borosilicato tipo | de
Contenedor/Cierre 2 ml con tapon West S2-F451 4432/50
GRY B2-40
Condicion de estrés/Duracion del
estrés
Sj . Congelacion/
in Agitacion d lacic
estrés | (minutos) escongetacion
(ciclos)
Ensayo 0 60 120 |4 8
% de
Acidas 50,3 |50,4 |50,5 |50,3 [50,6
H1H17161P | 2 d€
Principal 446 [(446 |44,3 |445 44,2
% de
Basicas 5,2 5,0 5,2 5,2 5,2
% de | Ensayo de neutralizacion
Potencia viral 107 NR 116 | NR 94
Eﬁ:ﬁg‘r’gayo) Ensayo de ADCC 112 |NR |87 |NR |127

NR, no requerido

Conclusiones

La coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P se fabrica como
un DP liquido para administracion IV. EI DP H1H17203P, H1H17139P vy
H1H17161P puede contener H1H17203P a 16,7 mg/ml, H1H17139P a 16,7 mg/ml
y H1H17161P a 16,7 mg/ml formulados en una solucion que contiene 10 mM de
histidina, pH 6,0, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80 y 10 % (p/v) de sacarosa. En base
a los resultados de los estudios en la presente descripcion:

La coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P es estable
cuando se almacena a 2-8 °C durante al menos 3 meses.

Las principales vias de degradacion identificadas en condiciones aceleradas
fueron la formacion de especies de HMW y LMW y variantes de carga acidas.

Ejemplo 6: Efecto de diferentes amortiguadores y pH
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El efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad térmica de los tres
anticuerpos anti-EBOV se examindé en formulaciones liquidas mediante la
incubacion de 100 mg/ml de anticuerpo total a 45 °C durante 28 dias en una serie
de sistemas amortiguadores a intervalos de pH variables. Se estudiaron los
siguientes sistemas amortiguadores y pH: citrato (pH 5,2, 6,0, 6,8) e histidina (pH
52, 6,0, 6,8). En base a los resultados del analisis SE-UPLC, se observo la
maxima estabilidad de la proteina cuando los anticuerpos se formularon a pH 6,0
en amortiguador de histidina (Tablas 17-20 y 22-25). La presencia de particulas
subvisibles se determind en la formulacidn de tres anticuerpos mediante el uso de
imagenes de microfluidos (MFI) (Tabla 21).

Tabla 17: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1H17203P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados visuales, DO, pH, SE-
UPLC y RP-UPLC

Amorti- ) Visu %O A b % del|% del% Conc: de | % de
guador/ | Dias | ™" | 405 |pO |H | HMW | Nativo |Lmw | Proteina | Recu-
pH am (mg/ml) | peracion
tzo | 2Pro D08 10015 a0 |ors |12 [318 100,0
o o7 apro- 008 8’0 > |22 |90 |18 [323 1017
00 g |14 | 2PrO | 208100 1% 1 3s a2 |26 [319 100,4
PHS2 154 apro- 8’08 8’0 > l49  |e22 |29 [323 1017
2 | 2P0 00910015 160 o0 |34 [325 1021
tzo | 2Pro 2088018 145 lore |11 [333 100,0
0 ol 7 apro- | 9,08 19018 143 Joro |17 |339 101,9
08 g |14 |20 909100 10 14 os0 |23 | 333 100,2
PHBO 14 apro- | 909190 19 122 Jos3 |25 |339 101,8
2g | 3o~ 190910018 107 leaa |30 |340 102,1
o | 2P0 008100 T a7 ez |12 [330 100,0
o w72 2081004 tayr Jees |17 |37 102,0
00 g |14 | 2PrO | 908100 1T o0 ess |24 [ 330 100,0
PHEB 1, opro- 1909190 /1 12g |46 |26 333 100,9
2 | 2P0 D091 00T 134 le3a |31 |336 101,8
o MMl | 2ero | 01000 15 1qe o2 |12 |328 100,0
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;‘,ﬁ[’%‘g 7 nioh 2’15 g,o g 162 |821 |18 |334 101,6
14 200193419215 1501 677 |23 325 99 1
21 | 2Pro 1320205 1322 |ea7 |31 [233 710
28 | 21O 233 5’2 > | NF|NF NF | NF NF
tzo | 2P0 010100 18 Tug  lero 12 |31 100,0
o w72 210100 |% 30 Jesa |17 [312 100,4
drao | loeaw e o |1 |44 |84 |22 |308 |99
PRBO 15 b g’” 2’0 ?’ 63 |913 |24 |316 101,6
2g | 3o 101810018 177 lgoa |20 |317 1019
tzo | 3O 21018010 1o |ee3 |12 |32 100,0
o o7 opro- | 10100 1S 133 Jes0 |17 | 321 100,0
Sﬁrato 14| PP 8’10 ?’0 g’ 44 933 |23 |319 99,5
PHOS gy |apro- | 011 100 16 158 o017 |25 325 101,4
28 | P g’12 20 g’ 74 900 |30 |327 102,1

Las muestras de 10 mM de citrato, pH 5,2, 28d no se procesaron en instrumentos
de UPLC debido a fallos visuales

Tabla 18: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1IH17139P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados visuales, DO, pH, SE-
UPLC y RP-UPLC

) DO Conc.
Amorti- % de
, . @ A % de | % de | % de ]
guador/ | Dias | Visual | jo5 | po | PH | fmw | Nativo | LMW | proteina | RECUPe
pH racion
nm (mg/ml)
0 | 2Pre- 0085|000 |54|08 |978 |14 |334 100.0
apro- 100,9
w0 |7 apro: 0083|000|54|06 |973 |21 |337
de 144 |apro- 0085|000|54|07 |95 |28 |338 101.0
histidina bado
PHS.2 1 o4 apro- 0085|000|54|08 |91 |31 |338 101.1
28 | 21 0088 |000|54|09 |954 |37 |339 1014
to | 3P 0087 000|641 (11 |975 |14 |339 100,0
10 mM | 5 apro- 0085|000|61(08 |973 |19 |34.1 100,6
de bado
histidina apro- 101,0
Te0 |14 | pere 0088 |000|61]09 |97 |25 |343
21 | 3Pro 0091000 |61[10 |93 |27 |345 101.6
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28 | @Pro- 0,091]000|62|11 |958 |32 |345 101.6
bado
=0 | aPro- 0085|000|69|14 |973 |14 |326 100,0
bado
apro- 100,8
w0 |7 apro 0,085|000|69|11 |99 |20 |329
de |44 |apro- 0088|000|69|13 |92 |25 |328 100.7
histidina bado
pHE8 |, | apro- 009 | 0011|7014 [958 |28 |329 101.0
bado
28 | @Pro- 0091 |001|70|16 |950 |34 |328 100.8
bado
=0 | @Pro- 0093 000|53[11 |975 |14 |32.1 100,0
bado
apro- 101,2
w0 |7 apro: 0093|000|53[12 |97 |22 |325
de 14 | @pro- 0095|000 |53[14 |955 |30 |325 101,0
citrato bado
PHS2 |54 | apro- 0097 1000|5218 |948 |34 |324 100,7
bado
28 | @pro- 0097 1000|5321 |939 |41 |325 101.1
bado
=0 | aPro- 0,096 | 0001|6116 |971 |14 |312 100,0
bado
apro- 100,7
w0 |7 apro 0094 |000|61|15 |95 |19 |314
de 14 | apro- 0,096 | 0001|6018 |957 |25 |311 99.9
citrato bado
pHE,0 |, | apro- 0097 | 0001|6120 |953 |27 |313 100.4
bado
28 | @Pro- 0098 |000|61|22 |946 |32 |316 101.3
bado
=0 | aPro- 009 | 0001|6822 |94 |13 |319 100.0
bado
apro- 100,7
w0 |7 apro: 0097 | 0001|6821 |959 |20 |322
de 14 | apro- 0099 | 0001|6824 [951 |25 |320 100,4
citrato bado
pHE8 |,y | apro- 0102000 |68 |26 |947 |28 |319 100,0
bado
28 | @pro- 0101000 |69 |28 |939 |33 |322 100,9
bado

Tabla 19: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1IH17161P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados visuales, DO, pH, SE-
UPLC y RP-UPLC

DO Conc. %% de
Amorti- , . @ A % de| % de| % de
guador/pH Dias | Visual 405 DO pH HMW | Nativo | LMW | proteina Regype-
racion
nm (mg/ml)
t=0 apro- | 0,104 | 0,00 | 5,3 | 1,9 96,6 1,5 31,1 100 %
bado
;i(;t?;made ; apro- | 0,100 | 0,00 |54 |14 | 964 |23 |31.3 101 %
H 52 bado
pr S, 14 apro- | 0,102 | 0,00 | 54 | 1,4 95,7 2,9 31,1 100 %
bado
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21 apro- | 0,103 | 0,00 |54 1,5 95,3 3,2 31,2 100 %
bado
28 apro- | 0,108 | 0,00 | 55| 1,5 94,7 3,8 31,3 101 %
bado
=0 apro- | 0,107 | 0,00 | 6,1 | 2,3 96,3 1,5 32,1 100 %
bado
7 apro- | 0,106 | 0,00 | 6,1 | 1,7 96,3 2,1 32,6 102 %
10 mM de bado
histidi apro- | 0,112 | 0,01 | 6,1 | 1,7 95,6 2,7 321 100 %
istidina 14 bado
PH 6,0 21 apro- | 0,106 | 0,00 | 6,2 | 1,8 95,4 2,8 324 101 %
bado
8 apro- | 0,108 | 0,00 | 6,2 | 1,9 94,9 3,3 32,6 101 %
bado
=0 apro- | 0,106 | 0,00 | 7,0 | 2,8 95,8 1,5 31,1 100 %
bado
7 apro- | 0,108 | 0,00 | 7,0 | 2,2 95,7 2.1 31,4 101 %
10 mM de bado
e apro- | 0,109 | 0,00 | 7,0 | 2,4 94,8 2,7 31,0 100 %
histidina 14 bado
pH 6.8 21 apro- | 0,109 | 0,00 | 7,0 | 2,6 94,5 29 314 101 %
bado
28 apro- | 0,108 | 0,00 | 7,1 | 2,8 93,7 3,5 314 101 %
bado
=0 apro- | 0,112 0,00 | 5,2 | 2,2 96,3 1,5 30,0 100 %
bado
7 apro- | 0,117 10,01 5,2 (1,9 95,7 24 30,3 101 %
10 mM de bado
. apro- | 0,111 | 0,00 | 5,2 | 2,2 94,6 3,3 30,2 101 %
citrato pH | 14 bado
5.2 o1 apro- | 0,110 | 0,00 | 5,3 | 24 94,0 3,6 30,2 101 %
bado
8 apro- | 0,110 | 0,00 | 5,2 | 2,6 93,1 4,3 30,3 101 %
bado
=0 apro- | 0,120 | 0,00 | 6,0 | 3,1 95,5 1,5 31,6 100 %
bado
7 apro- | 0,122 | 0,00 | 6,0 | 2,8 95,1 2,1 31,9 101 %
10 mM de bado
. apro- | 0,119 | 0,00 | 6,0 | 3,1 94,3 2,6 31,9 101 %
citrato pH | 14 bado
6.0 21 apro- | 0,118 | 0,00 | 6,0 | 3,3 93,9 2,8 32,0 101 %
bado
o8 apro- | 0,116 | 0,00 | 6,0 | 3,6 93,2 3,3 31,9 101 %
bado
=0 apro- | 0,123 | 0,00 | 6,8 | 4,0 94,6 1,5 31,9 100 %
bado
7 apro- | 0,123 10,00 | 6,9 | 3,8 94,1 2,1 32,3 102 %
10 mM de bado
. apro- | 0,125 0,00 | 6,8 | 4,3 93,1 2,7 31,9 100 %
citrato pH | 14 bado
6.8 21 apro- | 0,123 | 0,00 | 6,9 | 4,6 92,5 29 32,2 101 %
bado
28 apro- | 0,121 | 0,00 | 6,9 | 4,9 91,6 3,4 321 101 %
bado
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Tabla 20: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de la combinacién
de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P total a 100 mg/ml incubada a 45 °C
durante 28 dias — Resultados visuales, DO, pH, SE-UPLC y RP-UPLC

DO Conc. o de
Amorti- Dias | Visual | @ A H|% de)% del% de Roecu e-
guador/pH 405 po | P HMW | Nativo | LMW | proteina cup
racion
nm (mg/ml)
_~ | apro- 0
t=0 | oy | 0,168 [0,00 |55 | 1,3 97,3 14 |952 100 %
7 Eg;% 0,168 | 0,00 | 5,5 | 2,3 957 |2 94,1 99 %
10 mM de
histidina | 14 ﬁgg% 0,175 | 0,01 | 5,5 | 3,2 94,0 28 |932 98 %
pH 5,2
21 EQL% 0,176 | 0,01 | 5,5 | 4,2 92,9 29 | 947 99 %
28 EQL% 0,181 | 0,01 | 56 | 4,8 91,9 34 | 949 100 %
t=0 32;% 0,177 | 0,00 | 6,2 | 1,7 97,0 14 |982 100 %
7 gg;‘; 0,177 | 0,00 | 6,3 | 2,3 95,8 19 | 969 99 %
10 mM de
histidina | 14 |30 10183 |001|6,2 |29 946 |25 |944 96 %
bado
pH 6,0
21 22;‘; 0,190 | 0,01 | 6,3 | 3,4 94. 26 | 956 97 %
28 sg;‘; 0,193 | 0,02 | 6,3 | 3.8 932 |3 97.8 100 %
t=0 ﬁg;‘; 0,180 | 0,00 | 7,1 | 2,1 96,4 16 |959 100 %
7 ﬁg;‘; 0,186 | 0,01 | 7.2 | 3,3 94,8 19 | 952 99 %
10 mM de
histidina | 14 ﬁg;‘; 0,194 | 0,01 | 7,1 | 4,1 933 |26 |926 97 %
pH 6,8
21 ﬁgg% 0,196 | 0,02 | 7,1 | 4,8 92,4 27 929 97 %
28 EQL% 0,199 | 0,02 | 7.1 | 5,4 91,3 33 |957 100 %
t=0 Eg;‘; 0,189 | 0,00 | 5.4 | 1,7 96,9 13 |947 100 %
0 de |7 gg;‘; 0,219 | 0,03 | 5,4 | 7.6 9204 |2 94,2 99 %
m e
citrato pH | 14 | 8PMO" | 5365 1 017 | 54 | 14 833 |27 |911 96 %
5,2 bado
21 |fallo [0737 05554177 |793 |29 |929 98 %
apro-
28 | pado | 126711081541\ A | NA NA | NA NA
t=0 Egg% 0,201 | 0,00 | 6,2 | 2,3 96,4 13 |933 100 %
7 EQL% 0,201 | 0,00 | 6,2 | 3,6 94,6 19 93,0 100 %
10 mM de
citrato pH | 14 EQL% 0,208 | 0,01 | 6,2 | 4,7 929 |25 |928 99 %
6,0
21 32;% 0,220 | 0,02 | 6,2 | 5,7 91,8 |25 |926 99 %
28 gg;‘; 0,226 | 0,03 | 6,2 | 6,6 924 |3 94,5 101 %
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t=0 | 3P 10212 (0,00 6,9 | 3 95,7 13 | 961 100 %
bado
7 apro- | 45431 0,00 | 6,9 | 4,4 93,7 19 | 957 100 %
bado
10 mM de a0r0-
citrato pH | 14 bp G 10225|001|69 |56 918 |26 |955 99 %
6,8 ado
21 | 8P 15224 1001|69]65 90,9 26 | 957 100 %
bado
28 | 3P0 1593410026974 895 |32 |964 100 %
bado

Tabla 21: Resultados de MFI
H1H17139P y H1H17161P total

para la formulacion combinada de H1H17203P,

2-10 pm

22 um

210 pm

225 um

Muestra

Conc.(#/ml)

Conc.(#/ml)

Conc.(#/ml)

Conc.(#/ml)

10 mM de histidina
pH 5,2
t=0

468

507

40

10 mM de histidina
pH 6,0
t=0

557

570

13

10 mM de histidina
pH 6,8
t=0

607

641

33

10 mM de citrato
pH 5,2
t=0

973

1017

44

10 mM de citrato
pH 6,0
t=0

741

770

29

10

10 mM de citrato
pH 6,8
t=0

710

802

92

21

10 mM de histidina
pH 5,2
t=28d a45C

1380

1439

58

10 mM de histidina
pH 6,0
t=28d a45C

1396

1463

67

10 mM de histidina
pH 6,8
t=28d a45C

1959

2024

65

10 mM de citrato
pH 5,2
t=28da45C

50 767

57 378

6611

582

10 mM de citrato
pH 6,0
t=28d a45C

1326

1359

33

10 mM de citrato

1508

1600

92
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pH 6,8
t=28d a45C

En base a los resultados del analisis CEX-UPLC, se observd la maxima
estabilidad de la proteina cuando los anticuerpos se formularon entre pH 5,2y 6,8
en amortiguador de histidina o entre pH 5,2 y 6,8 en amortiguador de acetato.
Estos andlisis también revelaron que la agregacion (es decir, la formacién de
especies de HMW), la fragmentacion (es decir, la formacion de especies de LMW)
y la formacion de variantes de carga fueron las principales vias de degradacion.
Se seleccion6 el amortiguador de histidina como amortiguador de formulacion
porque proporcioné el mejor nivel general de estabilizacion de proteinas con
respecto a la formacion de especies de HMW y LMW vy la formacioén de variantes
de carga. Se eligié un pH de 6,0 para la formulacion porque la formacion de
especies de HMW vy variantes de carga, que son las principales vias de
degradacion, se minimizaron a este pH. En base a estos resultados, se eligi6 el
amortiguador de histidina 10 mM a pH 6,0 para las formulaciones anti-EBOV
individuales y combinadas. Ver las Tablas 22-25.

Tabla 22: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1H17203P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados de CEX-UPLC

Formulacién | Estrés Dias H1H17203P
% de|% de | % de
Acidas | Principal | Basicas

10 mM de 0 34,7 52,2 13,1
histidina 45 °C 7 37,1 45,8 171
pH 5,2 14 41,9 39,9 18,2

21 45,4 35,1 19,5

28 48,9 32,4 18,7

0 35,2 51,9 12,9
10 mM de 7 39,2 49,3 11,6
histidina 45 °C 14 45,0 44 .4 10,6
pH 6,0 21 49,9 39,9 10,1

28 54,0 36,3 9,8

0 35,6 51,5 13,0
10 mM de 7 44,2 47 1 8,8
histidina 45 °C 14 53,3 40,1 6,7
pH 6,8 21 60,2 33,9 6,0

28 65,6 29,0 55
19 mM de 45 °C 0 34,5 52,4 13,2
citrato 7 37,3 40,7 22,0
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pH 5,2 14 334 25,6 41,1
21 47,7 27,3 25,1
28 NF NF NF
0 34,8 52,0 13,2
10 mM de 7 41,7 49,9 8,5
citrato 45 °C 14 48,5 43,0 8,5
pH 6,0 21 53,7 37,5 8,8
28 58,1 33,2 8,7
0 34,8 51,6 13,6
10 mM de 7 44,0 48,5 7,5
citrato 45 °C 14 52,3 41,0 6,7
pH 6,8 21 58,6 34,6 6,7
28 63,6 29,9 6,6

Las muestras en citrato, pH 5,2, 28d no se procesaron en instrumentos de UPLC
debido a fallos visuales

Tabla 23: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1IH17139P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados de CEX-UPLC

Formulacién | Estrés Dias H1H17139P
i % de| % de | % de
Acidas | Principal | Basicas
10 mM de 0 36,9 58,8 4,3
histidina 45 °C 7 40,8 93,3 9,9
pH 5,2 14 51,6 44,0 4,5
21 51,6 41,4 71
28 55,6 37,3 71
0 37,3 58,5 4,3
10 mM de 7 40,9 54,2 4.8
histidina 45 °C 14 48,6 46,3 51
pH 6,0 21 50,9 445 4,7
28 55,2 40,4 4.4
0 37,5 58,2 4,3
10 mM de 7 448 51,3 4,0
histidina 45 °C 14 51,2 41,8 7,0
pH 6,8 21 58,9 38,0 3,1
28 64,4 32,9 2,8
0 36,8 58,7 4,5
10 mM de 7 44,0 49,3 6,7
citrato 45 °C 14 52,5 44,0 3,5
pH 5,2 21 57,7 35,3 7,0
28 62,6 30,7 6,8
1Q mM de 45 °C 0 36,7 58,6 4,6
citrato 7 41,8 52,8 54
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pH 6,0 14 46,2 49,0 4.8
21 53,9 41,2 4,9
28 58,7 36,8 4,5
0 36,8 58,2 5,1
10 mM de 7 43,9 51,2 4,9
citrato 45 °C 14 46,4 47,0 6,6
pH 6,8 21 57,7 38,1 4.1
28 63,0 33,3 3,7

Tabla 24: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de H1IH17161P a
100 mg/ml incubado a 45 °C durante 28 dias — Resultados de CEX-UPLC

Formulacién | Estrés Dias H1H17161P
% de|% de | % de
Acidas | Principal | Basicas
10 mM de 0 52,0 42,0 6,0
histidina 45 °C 7 29,4 354 5,2
pH 5,2 14 72,8 22,4 4,9
21 73,0 21,7 5,3
28 73,1 21,3 57
0 52,0 42,2 59
10 mM de 7 59,4 36,1 4,5
histidina 45 °C 14 72,1 23,7 4,2
pH 6,0 21 75,7 20,1 4,2
28 74,8 20,9 4,3
0 52,1 41,9 6,0
10 mM de 7 65,2 30,2 4,5
histidina 45 °C 14 78,5 17,5 4,0
pH 6,8 21 83,2 13,1 3,7
28 84,6 11,8 3,7
0 51,7 42,4 5,9
10 mM de 7 69,2 25,5 5,3
citrato 45 °C 14 71,2 23,0 5,9
pH 5,2 21 81,4 13,4 5,2
28 78,7 15,5 5,8
0 51,5 42,3 6,1
10 mM de 7 58,8 35,9 5,3
citrato 45 °C 14 69,8 24,9 5,3
pH 6,0 21 78,6 16,4 5,0
28 74,6 19,9 5,5
10 mM de 0 52,2 41,3 6,4
. o 7 63,2 31,8 5,0
citrato 45 °C 12 74.5 198 5.7
pH 6,8
21 85,3 9,7 5,0
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28 80,2 13,8 6,0

Tabla 25: Efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad de la combinacién
de H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P total a 100 mg/ml incubada a 45 °C
durante 28 dias — Resultados de CEX-UPLC

Formu-
. Dias | H1H17139P H1H17203P H1H17161P
lacion
%
% de | % de| % de | %de | % de| %de g % de | %de
. i e
Aci- | Princi- | Basi- | Aci- | Princi- | Basi- Aci Princi- | Basi-
ci-
10 mM das pal cas das | pal cas g pal cas
as
de
36,2 | 61,1 2,6 31,5 | 47,1 214 41,7 [543 |40
histidina
H 5.2 7 41,5 | 54,2 4,4 38,3 | 45,6 16,1 | 55,2 | 39,1 57
P>, 14 471 | 47,8 52 42,0 | 39,5 18,5 | 65,1 | 28,8 6,1
21 51,9 | 42,5 5,6 452 | 34,9 19,9 | 70,4 | 23,4 6,2
28 55,8 | 38,5 5,7 47,6 | 32,0 20,4 | 67,6 | 25,0 7,3
10 mM 0 36,6 |60,8 2,6 31,9 | 46,8 21,2 |44,0 | 51,4 4,5
m
g 41,5 | 54,7 3,7 38,8 | 47,2 14,0 | 56,5 | 38,7 |4,8
e
14 46,7 | 49,2 4,1 43,0 41,7 15,3 [ 69,3 | 258 |49
histidina
H 6.0 21 51,7 | 44,2 4,1 46,8 | 37,1 16,1 | 73,3 {219 |48
pH o,
28 55,1 | 40,5 |43 49,5 | 34,0 16,5 | 70,7 |245 |48
0 37,1 | 604 2,5 32,4 | 46,2 21,4 42,7 | 52,8 |45
10 mM
g 46,5 | 50,9 2,6 43,3 | 43,2 13,6 | 63,0 | 31,8 5,2
e
14 54,9 | 42,6 2,5 50,0 | 34,8 15,2 | 76,7 | 18,5 |48
histidina
H6.8 21 61,7 | 36,0 2,3 57,8 | 30,0 12,2 | 89,1 | 7,3 3,6
p )
28 659 | 31,9 2,2 57,2 | 25,3 17,4 (83,2 | 125 |44
0 36,2 | 61,0 2,8 319 | 474 20,7 | 42,9 526 |46
10 mM
g 7 43,8 | 51,7 4,5 40,1 | 43,8 16,1 | 55,9 | 37,9 6,2
e
rat 14 50,9 | 43,8 5,2 447 | 35,9 19,4 | 77,0 | 15,8 7,2
citrato
H 59 21 57,1 | 37,5 5,5 54,0 | 34,0 12,0 | 82,8 | 11,8 54
pH S,
28 NA NA NA NA NA NA NA | NA NA
10 mM |0 36,4 | 60,9 2,6 37,1 | 54,6 8,3 53,0 | 43,3 3,7
de 7 42,0 | 54,2 3,8 39,4 | 46,9 13,8 | 54,3 | 40,0 57
citrato 14 47,9 | 48,0 4,1 44,0 | 40,8 15,2 [ 60,3 | 34,0 5,6
pH6,0 |21 53,2 | 42,3 4,5 52,1 | 38,6 9,3 81,5 | 14,0 4,5
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28 57,7 | 38,6 3,7 50,8 | 31,3 179 1691 249 |6,0
0 37,2 | 60,0 2,8 37,4 | 533 |93 52,8 | 42,0 53

10 mM
) 443 (529 |28 |418 |454 |128 |57,8 |362 |6,0
e
oo |14 518 [455 [27 1475 (382 [143 660 [275 |65
citrato

21 | 580 |395 |25 |54,5 (338 |11,7 |787 |166 |47
pH 6,8

28 62,6 |350 |24 55,4 | 28,4 16,3 | 76,1 | 17,6 |62

Ejemplo 7: Seleccién del estabilizador en condiciones de estrés

A partir del Ejemplo 6, se identifico la L-histidina a pH 6,0 y 10 mM como el
sistema amortiguador éptimo para los anticuerpos formulados individualmente y la
coformulacion de 3 anticuerpos a 100 mg/ml. En este ejemplo se evaluaron
excipientes adicionales tales como estabilizadores térmicos, surfactantes vy
antioxidantes para determinar los efectos sobre la degradacion forzada y la
estabilidad. Los estabilizadores tales como sacarosa, surfactantes, prolina o
metionina a menudo se afiaden a formulaciones de anticuerpos para aumentar la
estabilidad térmica de la proteina en formulaciones liquidas. Los anticuerpos anti-
EBOV formulados por separado o en combinacion en una formulacion liquida
exhibieron mejor estabilidad en condiciones aceleradas cuando se formularon con
5 % pl/v de sacarosa y 0,1 % p/v de polisorbato 80 o 0,1 % de polisorbato 20 y
mostraron resultados de estabilidad comparables bajo estrés por vortex. (Tablas
27-32). La Tabla 26 proporciona las variables de excipientes y las formulaciones
respectivas para las Tablas 16-21. Las formulaciones base contienen anticuerpo
anti-EBOV a 33,3 mg/ml, 5 % p/v de sacarosa y 10 mM de histidina.

Tabla 26: Excipientes analizados y componentes de formulacion

% PNV
de o o .
Formula- | pH del | sacaro- % PN de | % PNV de Arginina | Prolina I\/_Ie’uo-
. . Surfactan- | Surfactan- nina,
ciones amortiguador sa te PS20 te PS80 , mM , mM mM
adiciona
|
10 mM de L-
histidina pH
F1 6,0 0,0 % 0,00 % 0,00 % 0 0 0
10 mM de L-
histidina pH
F2 6,0 5,0 % 0,10 % 0,00 % 0 0 20
10 mM de L-
histidina pH
F3 6,0 5,0 % 0,00 % 0,00 % 0 0 0

115



% PIV
de o o .
Formula- | pH del | sacaro- é)url;c:/tag? S/ourif)alc\:/tag-e Arginina | Prolina mre]go'
ciones amortiguador Z?jiciona te PS20 te PS80 , mM , mM mM
I
10 mM de L-
histidina pH
F4 6,0 0,0 % 0,00 % 0,10 % 0 0 20
10 mM de L-
histidina pH
F5 6,0 5,0 % 0,10 % 0,00 % 100 0 0
10 mM de L-
histidina pH
F6 6,0 0,0 % 0,10 % 0,00 % 100 0 20
10 mM de L-
histidina pH
F7 6,0 0,0 % 0,00 % 0,10 % 100 0 0
10 mM de L-
histidina pH
F8 6,0 5,0 % 0,00 % 0,00 % 100 0 20
10 mM de L-
histidina pH
F9 6,0 5,0 % 0,00 % 0,10 % 0 200 0
10 mM de L-
histidina pH
F10 6,0 0,0 % 0,10 % 0,00 % 0 200 0
10 mM de L-
histidina pH
F11 6,0 0,0 % 0,00 % 0,00 % 0 200 20
10 mM de L-
histidina pH
F12 6,0 5,0 % 0,00 % 0,10 % 0 200 20

Tabla 27: Efecto de los excipientes sobre la estabilidad del anticuerpo
H1H17203P a 33 mg/ml incubado a 40 °C durante un maximo de dos meses -
Visual, DO, pH, SE-UPLC, concentracion por RP-UPLC, CEX-UPLC

. % de % de | % de | % de
Formu- Vi- DO @ % de . % de | Con, © . .
lacion | Muest@ | i | 4050m | PP | Hmw | Nat | pw | mgimi | A | Prin- | Basi-
Vo das cipal cas
t=0 o |0087 |61 |10 |981 |09 |349 |3357 5425|1219
VIX 120 | 15086 |61 |10 | 981 |09 |347 |3344 | 5428 | 12,26
minutos
8 ciclos | 0,090 |61 |10 982 |09 33,4 | 3347 | 545 | 12,03
de C/D
F1 3?380 810 |o0s7 |62 |09 |979 |13 |[334 |3536 |5343 | 1122
g?asc 410 loose |60 |09 |o76 |15 |333 |373 |51.88 | 1081
g?asc 2810 lo0092 |61 |10 |971 |19 |[338 |4352 | 4639 | 10,09
40 °C 215 10093 |61 |13 |956 |31 |345 |5322 [3788 |80
meses
t=0 0 |0089 |61 |09 |982 |09 |346 |3356 |5422 | 1221
F2
VIX 1201 o 10091 |61 |09 |982 |09 |[343 |3346 |5433 | 12,21
minutos
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8 ciclos

0089 |60 |09 |982 |09 |[336 |3349 |5443 | 12,08
de C/D
3?38(3 8 0089 |61 |08 |980 |12 |[337 |3519 | 5366 | 11,16
3?asc 14 0000 |60 |08 |977 |15 |[337 |3714 | 5206 | 108
g?asc 28 0091 |61 |09 |971 |19 |337 |4338 |4639 | 1023
40 °C 2 0094 |60 |12 |957 |31 |346 |5295 |3802 |9,03
meses
t=0 0087 |61 |09 |982 |09 |339 |3346 |5456 | 11,97
VTX 120 0086 |61 |10 |981 |09 |[338 |3338 |5463 |12
minutos
8 diclos 0,091 |60 |09 982 |09 330 |3341 |545 | 12,08
de C/D
40 °C 8

F3 o 0087 |61 |08 |980 |12 |[329 |3515 |5359 | 1127
g?a;(: 14 0087 |60 |08 |978 |14 |327 |3707 | 5200 | 1084
g?asc 28 0089 |61 |09 |972 |19 |331 |4325 |4652 | 1022
40 °C 2 0092 |61 |12 |958 |31 |[340 |5267 | 3819 | 9,14
meses
t=0 0088 |61 |09 |982 |09 |336 |3357 |5461 | 11,82
VTX 120 0089 |61 |09 |982 |10 |334 |3345 |5455 | 12,01
minutos
8 diclos 0,089 |60 |09 982 |09 329 |3343 |544 | 1218
de C/D

F4 ;‘?asc 8 0089 |61 |08 |980 |12 |326 |3520 |5364 | 11,06
g?asc 14 0088 |61 |08 |977 |15 |326 |37.35 |5202 | 1063
g?asc 28 009 |61 |09 |971 |19 |331 |4371 |464 |os8
40 °C 2 0094 |61 |12 |957 |31 |344 |534 |3785 876
meses
t=0 0098 |61 |09 |982 |09 |333 |3323 5461 | 1216
VIX 120 0098 |61 (09 |982 |09 |334 |3301 |5487 | 1213
minutos
8 diclos 0,09 |61 |09 982 |09 33,0 |33,12 | 54,53 | 12,36
de C/D

F5 40 °C 8 0098 |61 |08 |980 |12 |[329 |335 |5431 | 1221
dias
g?asc 14 0098 |61 |09 |o976 |15 |330 |3466 |5321 | 1213
g?asc 28 0100 |61 |12 |99 |20 |[331 |4001 | 4803 | 1195
40 °C 2 0101 |61 |18 |951 |31 |[342 |4834 | 4107 | 1059
meses
t=0 0098 |61 |09 |982 |09 |326 |3321 547 |1208
VIX 120 0008 |61 |08 |982 |09 |325 |3315 |5467 | 1218
minutos
8 diclos 0,100 |61 |09 982 |09 320 |3323 |545 | 1227
de C/D

F6 g?asc 8 0099 |61 |09 |979 |12 |[318 |3361 |5442 | 1107
g?asc 14 0097 |61 |10 |o976 |15 |320 |3491 |5331 |1177
g?asc 28 0099 |61 |13 |98 |20 |[321 |4039 | 4817 | 1145
40 °C 2 0100 |61 |20 |950 |31 |[331 |4896 | 4105 | 9,99
meses

F7 t=0 009 |61 |09 |981 |10 |331 |333 |5463 | 1207
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VTX 120

! 0102 |61 |09 |982 |10 |333 |3313 5453 | 1233
minutos
8 ciclos 0100 |61 |09 |982 |10 |330 |3327 |5449 | 1223
de C/D
3?asc 8 009 |61 |09 |979 |13 |331 |3364 5423 | 1213
g?asc 14 0098 |61 |09 |976 |15 |327 |3505 |5289 | 1206
3?as°c 28 0100 |61 |12 |99 |19 |329 |4034 |481 | 1157
40 °C 2 0103 |61 |18 |951 |31 339 |4894 | 4076 | 1029
meses
t=0 0097 |61 |09 |982 |09 |344 |3336 |5461 | 12,03
VTX 120 001 |61 [10 981 |09 |[340 |3309 |5458 | 1234
minutos
8 ciclos 0098 |61 (09 [982 |09 |335 |3321 |5447 | 1233
de C/D
40 °C 8 0097 |61 (08 |980 |13 |335 |3352 |5438 | 121

F8 dias
3?380 14 0098 |61 |08 |978 |15 |[333 |3402 | 5305 | 1205
3?asc 28 0100 |61 |09 |972 |20 |[334 |4011 |4822 | 1167
40 °C 2 0102 |61 |12 |958 |31 |345 |4851 |412 | 1029
meses
t=0 0089 |61 |09 |982 |09 |346 |336 |5438 | 1201
VTX 120 00901 |61 [09 |982 |10 |348 |3361 (543 |121
minutos
8 ciclos 009 |60 |09 |982 |09 |341 |3364 |5407 | 1229
de C/D

Fo 3?asc 8 009 |61 |07 |981 |12 |340 |3524 5374 | 11,02
3?380 14 0091 |61 |07 |978 |14 |336 |3717 |5217 | 1067
g?asc 28 0091 |61 |08 |973 |19 |340 |4332 |4682 |985
40 °C 2 009 |61 |10 |959 |31 |352 |5279 |3864 |857
meses
t=0 0088 |61 |09 |982 |09 |331 |3347 |5448 | 1205
VTX 120 0092 |61 |09 |92 |09 |333 |[3347 5422 | 12,31
minutos
8 diclos 0,090 |61 |09 982 |09 329 |3364 | 5422 | 12,14
de C/D

F10 | o o ® 0090 |61 |08 |980 |12 |331 |[354 |[5371 | 1089
g?asc 14 009 |61 |08 |978 |14 |324 |3737 5215 | 1047
;‘?asc 28 009 |61 |09 |971 |20 |329 |4357 |4676 | 965
40 °C 2 0093 |61 |12 |957 |31 |342 |5303 |3864 |833
meses
t=0 0087 |61 |09 |982 |09 |333 |3351 |5453 | 1198
VITX 120 0088 |61 |09 |982 |09 |[336 |3348 (5466 | 11,87
minutos
8 ciclos 0088 |61 |09 |982 |09 |327 |3375 |5416 | 1208
de C/D

F11 ?j?asc 8 0088 |61 |07 |981 |12 |324 |3531 5379 | 1009
g?asc 14 009 |61 |07 |979 |14 |326 |374 |5226 | 1034
;‘?asc 28 009 |61 |08 |973 |20 |326 |4356 |4689 | 956
40 °C 2 0094 |61 |09 |90 |31 |340 |5308 |3874 |816
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meses
t=0 1 |o0087 |61 |09 |982 |10 |335 |3348 |5438 | 12,14
VIX 12014 o088 |61 |09 |982 |09 |336 |[3349 |5456 | 1195
minutos
8 ciclos | 0089 |60 [09 [982 |09 |328 |3372 5422 |12,06
de C/D

Fr2 a0 © 810 |ooso |61 |07 |e81 |12 325 |3520 5369 | 11,02
DCMlo Jooeo |61 |07 |ere |14 |327 |3714 5224 | 1062
WCBlo Joot |61 |08 |973 |19 |329 (4338 |469 |973
40 °C 215 o095 |61 |09 |960 |31 |341 |5274 |3878 |847
meses

Tabla 28: Efecto de los excipientes en la estabilidad del anticuerpo H1H17139P a
33 mg/ml incubado a 40 °C durante un maximo de dos meses - Visual, DO, pH,
SE-UPLC, concentracion por RP-UPLC, CEX-UPLC

%
. % de % de | % de | % de
Formula- Vi- DO @ % de . de Con, ‘s . o
cion Muestra | gl | 405nm | PP | mw | Nat | [y | mgimi | ¢ | Prin- | Basi-
VO W das cipal cas
t=0 o |o0o084 |61 |07 |982 |11 |311 |365 |600 |36
VIX 1201 1 o082 |61 |07 |982 |11 |315 |364 |599 |37
minutos
8 ciclos
oo lo |ooss |60 |07 |91 |11 311 |367 |596 |37
F1 ﬁ?asc 810 0,083 6,1 | 0,6 979 |14 |313 |384 |572 |43
;‘?a;C “lo loo0ss |61 |07 |977 |16 |316 |396 |[562 |42
;‘?asc 2810 |o0083 |62 |07 |972 |21 |319 |439 |518 |43
40 °C 2714 10089 |61 |09 |958 |33 |318 |524 |439 |38
meses
t=0 o |o008 |61 |07 |982 |12 |325 |365 |600 |35
VIX 1201 10085 |61 |07 |982 |11 |325 |365 |598 |37
minutos
8 ciclos
ogeslo |ooss |60 |07 [982 |11 (324 |368 |595 |37
Fo oS80 |ooss |61 |06 |980 |14 323 |385 [572 |43
;‘?asc 410 |ooss |60 |06 |978 |16 |324 |395 |563 |42
3?asc 2810 |oo0ss |61 |06 |972 |22 |327 |438 |519 |43
40 °C 2714, 10002 |60 |07 |90 |33 |320 |523 |440 |37
meses
t=0 o |o0o08 |61 |07 |981 |11 |324 |364 |600 |36
VIX 1201 10086 |61 |07 |982 |11 |327 |364 |599 |37
F3 mlnut_os
8 ciclos | 0,084 |60 |07 981 |11 |323 [368 |595 |38
de C/D
;‘?asc 810 |o0083 |61 |06 |980 |14 |323 |384 |573 |43
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40 °C 14

o 0084 |60 |06 |977 |16 322 |393 |564 |42

3?as°c 28 0084 |61 |07 |972 |21 |329 |436 |521 |43

40 °C 2 009 |60 |08 |959 |33 |328 |524 |437 |40

meses

t=0 0086 |61 |07 |982 |11 |327 |365 |600 |36

VTX 120 0087 |61 |07 |982 |11 [329 |365 |599 |37

minutos

8 ciclos

oo 0088 |60 |07 |982 |11 [328 |368 |594 |38
F4 ;‘?as Cs 0088 |61 |06 |980 |14 324 |385 |573 |42

;‘?asc 14 0087 |61 |06 |978 |16 329 |396 |563 |42

3?asc o 0087 |61 |07 |972 |21 [332 |439 |520 |42

40 °C 2 0092 |61 |08 |90 |33 |334 |528 |434 |38

meses

t=0 0094 |61 |07 |982 |12 |322 |361 |602 |37

VIX 120 0004 |61 |07 |982 |12 [323 |361 |601 |38

minutos

8 ciclos

oS 0094 |61 |07 |92 |11 320 [364 |507 |39
F5 40 °C 8 0094 |61 |06 |980 |15 [319 |372 |581 |48

dias

;‘?asc 14 0092 |61 |06 |978 |17 |322 |378 |575 |47

ﬁ?asc 28 0093 |61 |07 |972 |22 |325 |414 |535 |51

40 °C 2 0095 |61 |08 |959 |33 [330 |486 |463 |51

meses

t=0 0095 |61 |07 |982 |12 |316 |361 |603 |37

VTX 120 0004 |61 |07 |982 |12 [319 |362 |600 |38

minutos

8 ciclos

o Se 009% |61 |07 |92 |12 |315 [363 |598 |39
F6 ;‘?as Cs 009 |61 |06 |980 |15 [316 |373 |581 |46

;‘?asc 14 0095 |61 |06 |978 |17 [318 |382 |573 |45

ﬁ?asc 28 0093 |61 |06 |972 |22 |320 |417 |534 |49

40 °C 2 0097 |61 |07 |90 |33 |326 |494 |460 |47

meses

t=0 009 |61 |07 |91 |12 |321 |361 |603 |37

VTX 120 009% |61 |07 |981 [12 |325 |361 |601 |38

minutos

8 ciclos

o e 0097 |61 |07 |981 |12 |320 |364 |597 |39
7 e 0098 |61 |06 |980 |15 |325 |373 |580 |47

3?asc 14 0095 |61 |06 |977 |16 |323 |379 |574 |47

ﬁ?asc 28 009 |61 |07 |o972 |21 |326 |416 |[534 |50

40 °C 2 009 |61 |08 |958 |34 |331 |491 |461 |49

meses

t=0 0093 |61 |07 |982 |11 |327 |361 |602 |36
Fs VIX 120 0100 |61 |07 |982 |12 |326 |361 |602 |37

minutos

8 ciclos

o e 0097 |61 |07 |982 |12 [326 |364 |597 |39
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40 °C 8

o 0098 |61 |06 |980 |15 326 |372 |582 |47
3?asc 14 009 |61 |06 |978 |17 |329 |381 |573 |46
;‘?asc 28 0101 |64 |06 |973 |21 [330 |414 |536 |50
40 °C 2 009 |61 |06 |91 |33 |334 |489 |462 |49
meses
t=0 0086 |61 |07 |981 |12 |329 |365 |599 |36
VTX 120 0087 |61 |07 |982 |12 |328 |366 |507 |37
minutos
8 ciclos
e e 0087 |61 |07 |982 |11 |327 |368 |504 |38
Fo 0.cs 000 |61 |05 |980 |15 [326 [384 |572 |43
3?asc 14 0088 |61 |06 |979 |16 |331 |396 |563 |42
fj"?a;C 28 009 |61 |06 |973 |21 |332 |439 |[518 |44
40 °C 2 0092 |61 |07 |91 |32 |336 |521 |439 |39
meses
t=0 0087 |61 |07 |982 |11 |330 |365 |599 |36
VTX 120 0089 |61 |07 |982 |11 |335 |366 |507 |37
minutos
8 ciclos
oo 0088 |61 |07 |982 |11 |331 |368 [504 |38
F10 ;‘?as Cs 009 |61 |06 |980 |14 |330 |381 [580 |40
3?asc 14 0088 |61 |06 |978 |16 |331 |397 |[561 |42
ﬁ?agc 28 009 |61 |06 |973 |21 |336 |441 |[517 |42
40 °C 2 0093 |61 |07 |90 |33 |342 |526 |437 |38
meses
t=0 0084 |61 |07 |982 |11 |318 |366 |598 |36
VTX 120 0085 |61 |07 |982 |11 |322 |366 |507 |37
minutos
8 ciclos
o S 0085 |61 |07 |982 |11 |319 |369 |503 |38
F11 e 0088 |61 |05 |981 |14 |316 |382 |57.8 |40
3?asc 14 0085 |61 |05 |979 |16 |320 |396 |[563 |41
;‘?asc 28 0088 |61 |06 |973 |21 |323 |441 |[518 |41
40 °C 2 0093 |61 |06 |91 |33 |327 |525 |438 |37
meses
t=0 0086 |61 |07 |982 |12 |331 |366 |597 |36
VTX 120 0086 |61 |07 |982 |11 |334 |367 |506 |37
minutos
8 ciclos
o e 0089 |61 |07 |982 |12 |330 |370 |502 |38
F12 o.cs 0089 |61 |05 |981 |14 328 |381 |579 |41
3?asc 14 008 |61 |05 |979 |16 |330 |397 |[562 |42
;‘?asc 28 0900 |61 |06 |973 |21 |333 |439 |[519 |42
40 °C 2 009 |61 |06 |91 |33 |338 |523 |440 |37
meses
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Tabla 29: Efecto de los excipientes sobre la estabilidad del anticuerpo
H1H17161P a 33 mg/ml incubado a 40 °C durante un maximo de dos meses -
Visual, DO, pH, SE-UPLC, concentracion por RP-UPLC, CEX-UPLC

For- . % de % de | % de | % de
Vi- DO @ % de . % de | Con, L. . .
mgla- Muestra sual | 405 nm pH HMW Nati- LMW | mg/ml Aci- P.nn— Basi-
cion VO das cipal cas
t=0 0 |0109 |61 |16 |972 |12 |34 |535 |426 |40
\r;iTr:thgszo o |o0109 |61 |16 |972 |12 |34 541 |422 |37
38(‘3’/"[’)'05 0 0,108 |60 |17 972 |12 34 543 | 422 |35
F1 | g O |0 0705 |60 |14 |o71 |15 |34 |s74 388 |39
3?%0 410 lo107 |60 |14 |99 |17 |34 596 | 364 |39
;‘?asc 2810 |o109 |61 |16 |91 |23 |34 |e35 |312 |53
W°C21,5 1112 |62 |17 |50 |33 |33 743 | 224 |33
meses
t=0 0 |0111 |61 |16 |972 |12 |33 |531 |430 |40
VIX1201 o 10100 |64 |16 |972 |13 |33 537 | 428 |35
minutos
8 ciclos
S op® o |ot2 |60 |16 [972 |12 |34 [535 |429 |36
F2 | C %0 |otos |60 [13 |92 |15 |34 |555 |405 |40
3?330 “lo lo110 |60 |13 |970 |17 |34 |[575 |384 |41
;‘?asc 2810 lo110 |61 |14 |93 |23 |34 |599 |347 |55
0°C2145 1114 |61 |15 |952 |33 |33 697 |265 |38
meses
t=0 0 |0110 |61 |16 |972 |12 |34 |535 |427 |30
VIX120 1 o 10109 |61 |18 |99 |13 |33 540 |423 |37
minutos
8 ciclos
S op |0 |09 |60 |16 [971 |12 |34 [543 |423 |34
F3 e © %o |otos |60 [13 |or1 |15 |34 |57.2 |390 |38
3?330 410 lo107 |60 |14 |99 |17 |34 508 |362 |41
;‘?asc 2810 lo109 |61 |15 |92 |23 |34 |e32 |317 |52
0°C2145 1411 |61 |16 |951 |33 |33 740 | 229 |31
meses
t=0 0 |0110 |61 |16 |972 |13 |34 |533 |433 |34
VIX1201 o 10109 |61 |16 |971 |13 |34 535 | 429 |37
minutos
8 ciclos
S op® o |om3 |61 |16 [972 |12 |34 [539 |425 |36
F4 3?asc 8 0 0,106 6,0 1,3 97,2 1,5 34 55,5 40,6 3,9
3?330 Yo lo113 |60 |14 |99 |17 |34 578 |382 |40
;‘?asc 2810 lo110 |61 |14 |93 |23 |34 |e00 |348 |53
4°C215 (o114 |61 |16 |951 |34 |33 702 | 264 |34
meses
F5 | t=0 0 |o0121 |61 |16 |972 |12 |33 |536 |430 |35
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\rfm tgso 0122 |61 |16 |971 |13 |34 |539 |424 |37
ge g/'g'os 0124 |61 [16 |o972 |12 |34 543 | 419 |38
3?% cs8 0114 |61 [14 |o71 |16 |34 560 | 398 |42
ﬁ?asc 14 0118 |61 |15 |98 |18 |34 500 |366 |45
;‘?asc 28 0116 |62 |15 |91 |24 |34 |e19 |325 |56
40 °C 2 0117 |64 |17 |950 |34 |33 726 |239 |35
meses
t=0 0121 |61 |16 |972 |12 |33 |530 |431 |38
\r:“T;th;gO 0121 |61 |16 |971 |13 |33 |531 |431 |38
ge g/'g'os 0123 |61 |16 |972 |12 |33 533 | 428 |39
6 | ao o ° 0117 |61 |14 |971 |16 |34 |538 [419 |43
;‘?asc 14 0121 |61 |14 |98 |18 |33 562 |392 |46
;‘?asc 28 0118 |62 |15 |91 |24 |33 571 | 368 |61
fnoesez 2 0119 |61 |16 |950 |34 |33 |e61 |300 |39
t=0 0121 |64 |16 |971 |13 |34 |537 |426 |37
\r:“T;fJ t;go 0122 |61 |16 |970 |14 |34 |539 |423 |39
oo 0123 |61 |16 |972 [12 |34 |541 |422 |37
F7 | C8 0115 |61 |15 |970 |16 |34 |563 |395 |42
;‘?asc 14 0120 |61 |15 |97 |18 |34 501 | 364 |46
g'?asc 28 0117 |62 |16 |90 |24 |34 632 |311 |57
fnoesei 2 0119 |61 |17 |99 |34 |33 737 | 225 |39
=0 0120 |64 |16 |972 |12 |33 |533 |432 |35
\r:“T;th;gO 0120 |61 |25 |91 |13 |33 |531 |431 |38
ge CC/'B'os 0121 |64 |16 |972 |12 |34 529 |431 |40
g | O ° 0117 |61 |14 |971 |15 |34 |538 [419 |43
;‘?asc 14 0119 |61 |14 |98 |18 |34 |558 |395 |47
;‘?asc 28 0115 |62 |15 |92 |23 |34 566 | 375 |60
?noesecs; 2 0117 |61 |15 |951 |34 |33 654 | 304 |43
=0 0112 |61 |16 |972 |13 |33 |539 |425 |36
X}KJ t(1)320 0112 |61 |16 |972 |13 |33 |542 |422 |36
38 C"/'gos 0114 |61 |16 |972 |12 |34 544 | 420 |36
F9 3?33 cs 0107 |64 |12 |973 |15 |34 571 | 391 |38
;‘?asc 14 0114 |60 |13 |970 |18 |34 |599 |360 |41
;‘?asc 28 0110 |62 |13 |94 |23 |34 |630 |315 |56
40 °C 2 0114 |61 |14 |952 |34 |33 |735 |231 |34
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meses
=0 0 |0113 |61 |16 |972 |12 |33 542 | 428 | 3.4
\émtggo g’” 0,000 ZD 16 |972 |12 |33 543 |423 |35
Seg/'cD'os 2’11 0,001 ED 1,6 972 |12 33 545 | 420 |36
Fro oo C %o |om2 |61 |13 |or2 |16 |34 |574 |391 |37
3?330 “lo lo111 |61 |13 |970 |17 |33 |[599 |360 |41
;‘?asc 2810 |o111 |62 |14 |93 |24 |34 |e29 |317 |54
AW°C2145 1115 |61 |15 |952 |34 |33 730 |237 |33
meses
t=0 0o |o0110 |61 |16 |972 |13 |33 536 |431 |34
VIX120 o 1o112 |64 |17 |971 |12 |33 536 | 428 |36
minutos
8 ciclos
S oo o fo1t |61 (16 |973 |12 |34 536 |428 |36
F11 ;1?asc 810 |o107 |61 |12 |972 |15 |34 556 |406 |38
ﬁ?asc 4o lo112 |61 |13 |970 |17 |34 579 |380 |41
;‘?asc 2810 lo114a |61 |13 |94 |23 |34 507 | 349 |54
A°C21,5 1118 |61 |14 |953 |33 |33 695 | 271 |35
meses
t=0 0 |0114 |61 |16 |971 |13 |34 538 |428 |34
VIX120 o 10114 |61 |15 |972 |13 |34 538 | 426 |36
minutos
8 ciclos
S oo o |om3 |61 (16 |972 |12 |34 538 |427 |36
Fr2 |0 © %o |otoe |61 [12 |973 |15 |34 |555 |407 |38
ﬁ?asc 4o lo113 |60 |12 |970 |17 |34 579 |379 |42
f;?asc 2810 |o113 |61 |13 |94 |24 |34 600 | 344 |57
4°C2145 1120 |61 |14 |953 |33 |33 694 |268 |38
meses

Tabla 30: Efecto de los excipientes sobre la estabilidad de los anticuerpos
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P a 100 mg/ml (relacién 1:1:1) incubados a
40 °C durante un maximo de dos meses - Visual, DO, pH, SE-UPLC,
concentracion por RP-UPLC

DO @

Formula- . % de | % de | % de | Con,

cion Muestra | Visual ‘;215 ADO I pH pvw | Nativo | LMW | mg/ml
t=0 0 0178 | 000 |61 |124 9770 | 1,06 99
120 0 0175 | 000 |61 |176 9683 | 1,41 100
minutos
8ciclos | 0 0176 |000 |61 | 195 96,41 1,64 99

F1 é'?as C 8y 0176 | 000 |61 |229 9556 | 2,16 98
3?as C 1y 0179 000 |61 |291 9382 | 327 99
3?%0 2819 0189 |001 |61 | 401 9158 | 441 103
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40 °C 2

0 0191 001 |61 |132 97.63 | 1,04 98
meses
40 °C 3|, 0203 |002 |63 |125 9768 | 1,07 99
meses
Control de
estrés 0 0177 000 |61 | 143 9719 | 1,39 98
luminoso
Estrés
luminoso | 0 0178 | 000 |61 |556 93,21 1,24 99
leve
Estrés
luminoso | 0 0286 |011 |61 |2167 |7626 |207 98
extremo
t=0 0 0177 |000 |61 | 115 97.79 | 1,06 97
120 0 0179 |000 |61 | 152 97,08 1,41 08
minutos
8ciclos | 0 0177 | 000 |61 | 168 9667 | 165 97
a‘?as°c 810 0175 000 |61 |196 9588 | 216 97
F2 ;‘?as°c 410 0180 |000 |61 |247 9424 | 330 97
3&;0 2819 0185 |001 |61 |333 9234 | 433 102
40 *C 21, 0193 002 |61 |114 97,81 1,04 97
meses
40 *C 31, 0203 003 |62 |117 9776 | 1,08 97
meses
t=0 0 0173 | 000 |61 | 121 97.71 1,08 97
120 0 0174 |000 |61 | 164 96,97 1,40 101
minutos
8ciclos | 0 0181 |001 |61 | 181 9657 | 163 98
g'?as°c 810 0171 000 |61 | 211 9574 | 215 97
F3 g'?asoc 410 0178 |000 |61 |265 9413 | 323 97
3?as°c 2819 0185 | 001 |61 |337 9240 | 423 102
40 *C 21, 0188 |002 |61 |130 9762 | 1,08 97
meses
40 *C 31, 0203 |003 |63 |122 9770 | 1,08 100
meses
t=0 0 0180 |000 |61 | 118 97.75 | 1,08 97
120 0 0182 000 |61 |157 97.04 | 138 97
minutos
8ciclos | 0 0178 |000 |61 | 176 9662 | 162 97
;"?as°c 810 0172 000 |61 |209 9576 | 215 98
3?aS°C 410 0179 |000 |61 |268 9407 | 324 99
3%;0 2819 0187 | 001 |61 |348 9226 | 426 104
F4 40 *C 21, 0194 001 |61 |117 9777 | 1,07 99
meses
40 *C 31, 0205 | 002 |63 |119 9773 | 1,08 98
meses
Control de
ostrés 0 0178 000 |61 |127 9747 | 126 98
luminoso
Estrés
luminoso 0 0,178 0,00 6,1 4,60 94,18 1,22 98
leve
Estrés 0 0233 |005 |61 |1701 |8107 |192 97
luminoso
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extremo

=0 0 0194 | 000 |61 | 112 97.78 | 1.10 96

120 0 0196 |000 |61 | 130 97.26 1,44 96

minutos

8ciclos | 0 0198 |000 |61 | 143 96,89 | 168 96

3?as C 8y 0187 |000 |61 | 165 9614 | 2,22 98
F5 3?380 410 0190 | 000 |61 |207 9459 | 3,34 97

;‘?asc 2819 0195 000 |61 |288 9277 | 435 102

40 *C 21, 0198 000 |61 | 111 9779 | 1,10 %6

meses

40 °C 3|, 0204 001 |63 |113 9778 | 1,10 97

meses

=0 0 0197 |000 |61 | 110 97.82 | 1,07 96

120 0 0197 | 000 |62 |131 9725 | 144 96

minutos

8ciclos | 0 0200 |000 |61 | 144 96.86 | 1,70 96

;‘?as C 8y 0191 000 |61 |169 96,09 | 222 96
F6 ;‘?asc 410 0195 000 |61 |228 9437 | 335 96

;‘?asc 2819 0200 |000 |62 |3,02 9266 | 432 102

40 °C 2, 0199 | 000 |61 |1.10 9778 | 113 96

meses

40 *C 31, 0208 |001 |63 |112 9777 | 1.1 96

meses

t=0 0 0198 |0 613 | 1.13 97.82 | 1,05 95

120 0 019 |0 614 | 1,38 97,19 1,43 97

minutos

8ciclos | 0 0209 | 0011 |613 | 153 96,79 | 1,69 96

3?33 C 8y 0189 |0 609 | 1,75 96,04 | 222 98

;‘?asc 410 01917 | 0 6,08 | 2,26 94.41 3,34 97

g'?asc 289 01973 | 0 615 | 3,38 9208 | 454 104
F7 40 °C 2, 01994 | 00014 | 615 | 1,14 9779 | 1,08 97

meses

40 *C 31, 02086 | 0,0106 | 6,28 | 1,14 97.76 | 1,09 97

meses

Control de

estrés 0 01977 | 0 612 | 115 9756 | 128 98

luminoso

Estrés

luminoso | 0 02001 | 0,0021 | 611 | 4,87 9385 | 128 98

leve

Estrés

luminoso 0 0,287 0,089 6,11 17,14 80,69 2,17 97

extremo

t=0 0 0191 |000 |61 |1.10 97.84 | 1,06 97

120 0 0192 |000 |61 |124 9733 | 144 %6

minutos

8ciclos | 0 0195 |000 |61 | 132 97.00 | 1,67 96
F8 ;

;"?as C 8y 0184 |000 |61 |149 9629 | 222 97

3?%(3 410 0189 | 000 |61 |185 9482 | 332 97

40 °C 28| 0 0198 | 001 |62 |235 9333 | 432 102
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dias

40 *C 21, 0194 000 |62 |126 9769 | 1,06 97

meses

40 *C 31, 0204 001 |63 |1.11 9779 | 1,10 101

meses

t=0 0 0177 |0 611 | 115 97.77 | 1,09 97

120 0 018 |0003 |611 | 138 9725 | 138 97

minutos

8ciclos | 0 0181 | 0004 |61 | 151 96,87 | 163 96

;"?as°c 810 0177 |0 6,08 | 1,71 9612 | 217 97

3?aS°C 410 01813 | 00043 | 6,08 | 2,09 9463 | 3,28 97

3%;0 2819 0187 | 001 |613 | 263 93,08 | 420 103
F9 40 *C 21, 01914 | 00144 | 611 | 1,12 97.84 | 1,03 97

meses

40 *C 31, 01987 | 0,0217 | 623 | 115 97,78 | 1,08 98

meses

Control de

ostrés 0 01776 | 0,0006 | 6,12 | 1,19 9756 | 1.26 99

luminoso

Estrés

luminoso 0 0,1777 | 0,0007 | 6,12 415 94,59 1,26 98

leve

Estrés

luminoso | 0 02888 | 01118 | 611 | 1533 |8228 | 239 99

extremo

=0 0 018 |0 611 | 117 97.77 | 1,07 96

120 0 0179 |0 612 | 145 9713 | 141 96

minutos

8ciclos | 0 0184 | 0004 |61 | 159 96,76 | 1,65 96

3?as°c 810 0177 |0 6,08 | 183 9599 | 2,19 97
F10 ;‘?a;C 410 01812 | 00012 | 6,09 | 2,28 9443 | 330 96

;‘?as°c 2819 01892 | 0,0092 | 6,143 | 2,95 9276 | 428 102

40 °C 2, 01873 | 0,0073 | 611 | 115 9781 1,04 96

meses

40 *C 31, 01982 | 00182 | 623 | 1,17 9776 | 1,07 97

meses

=0 0 0177 |0 612 | 113 97.79 | 1,08 100

120 0 0178 | 0001 |612 | 134 97,25 1,40 o7

minutos

8ciclos | 0 018 |0003 |61 | 146 96,90 | 1,65 97

g'?as°c 810 0177 |0 609 | 167 96,16 | 2,18 %6
Fi1 g'?asoc 410 01807 | 00037 | 6,08 | 2,02 9466 | 3,31 97

3?as°c 2819 01897 | 0,0127 | 6,14 | 2,48 9326 | 426 102

40 *C 21, 01886 | 0,016 | 613 | 1,20 9775 | 1,04 97

meses

40 *C 31, 01934 | 00164 | 624 | 1,15 9780 | 1,06 101

meses

t=0 0 0178 |0 61 | 113 97.78 | 1,10 99

120 0 0178 |0 611 | 1,30 97,30 1,40 %6
F12 minutos

8ciclos | 0 0181 | 0003 |6,09 | 140 96,96 | 1,64 97

40 °C 8]0 0176 |0 6,07 | 159 9625 | 216 98
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dias

40 °C 14
dias

40 °C 28
dias

40 °C 2
meses
40 °C 3
meses
Control de
estrés 0 0,1786 | 0,0006 | 6,12 1,13 97,60 1,26 99
luminoso
Estrés
luminoso 0 0,179 0,001 6,11 3,37 95,38 1,26 98
leve
Estrés
luminoso 0 0,241 0,063 6,12 11,99 85,85 2,16 99
extremo

0 0,1815 | 0,0035 | 6,07 | 1,92 94,82 3,26 97

0 0,1895 | 0,0115 | 6,1 2,35 93,42 4,24 102

0 0,1955 | 0,0175 | 6,11 1,10 97,86 1,04 97

0 0,2008 | 0,0228 | 6,22 | 1,12 97,78 1,10 98

Tabla 31: Efecto de los excipientes sobre la estabilidad de los anticuerpos
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P a 100 mg/ml (en relacion 1:1:1)

incubados a 40 °C durante un maximo de dos meses - CEX-UPLC

For- Mues-
mula- | H1H17139P H1H17203P H1H17161P
%de % de | % de %de % de | % de %de % de | % de
Aci- Princi- Basi- Aci- Princi- Basi- Aci- Princi- Basi-
das pal cas das pal cas das pal cas
t=0 36,1 61,2 2,7 31,9 | 476 20,6 412 | 499 8,9
120
minuto | 36,0 | 61,3 2,7 31,8 | 478 20,4 40,9 | 495 9,7
S
8 36,2 | 61,1 2,7 31,8 | 47,7 20,5 40,3 | 498 9,8
ciclos
40 °Clago |586 33 339 | 468 193 | 461 | 441 9.9
8 dias
F1 40 Clago |s66 |35 [359 |453 |188 |484 |422 |94
14 dias
40 *C 448 | 51,3 39 39,6 | 41,1 19,3 56,8 | 37,0 6,2
28 dias
40 °C
2 545 | 42,0 35 46,7 | 32,6 20,7 68,5 | 276 338
meses
40 °C
3 62,2 | 328 5,0 542 | 27,0 18,8 78,3 | 16,9 48
meses
t=0 36,2 | 61,1 2,7 31,7 | 47,8 20,5 40,6 | 50,2 9,1
120
minuto | 36,0 | 614 2,6 31,6 | 48,1 20,3 412 | 512 7,6
S
F2 8 36,3 | 61,1 2,7 31,8 | 478 20,4 39,6 | 49,6 10,7
ciclos
40 °Cl g1 |586 33 336 | 46,9 194 |422 |467 111
8 dias
40 "Cla98 | 567 35 354 | 456 190 |449 |451 10,0
14 dias
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40 °C

Clasg |511 40 393 | 412 195 |567 |368 |64
28 dias
40 °C
2 542 |423 |35 461 | 326 | 213 |e29 |327 |44
meses
40 °C
3 615 |339 |47 545 | 283 172|713 |235 |52
meses
t=0 361 | 612 27 317 | 478 | 205 |414 |502 |84
120
minuto | 36,0 | 614 |26 316 | 48,1 203 |412 |504 |84
S
8 362 | 612 2.6 318 |478 |204 |403 |496 10,0
ciclos
god, Clas1 |s587 33 336 | 46,9 194 |448 |455 96
1as

F3 40 °Cl 396 | 568 36 354 | 456 190 |474 |425 10,1
14 dias
40 °Cluus |515 40 393 | 412 195 |566 |373 6.1
28 dias
40 °C
2 539 |425 |36 461 |326 |213 |e78 |278 |45
meses
40 °C
3 616 |349 |35 545 | 283 172|778 177 |44
meses
t=0 362 | 61.1 27 319 | 478 |203 |405 |507 |88
120
minuto | 359 | 615 |26 317 |482 |201 |402 |515 |83
S
8 362 | 61,1 27 318 |479 |203 |[392 |508 10,0
ciclos
40 "Clagq |s86 |34 338 | 47.1 191 | 426 |478 |96
8 dias

F4 |40 "Cluoo0 |s66 |35 357 |459 |184 |449 |456 |96
14 dias
40 "Clu51 |511 38 400 | 411 189 |530 |404 6.6
28 dias
40 °C
2 546 | 42,1 3.4 473 |327 |200 |639 |322 |39
meses
40 °C
3 615 |340 |46 547 | 284 169 | 726 |230 |44
meses
t=0 359 |614 |27 315 | 480 |205 |415 |507 |70
120
minuto | 357 | 618 |25 312 |485 |202 |416 |50.1 8.3
S
8 359 |615 |27 314 | 48,1 205 |403 | 50,1 96
ciclos
40 Clise |598 |33 324 | 480 196 |452 |465 |83
8 dias

F5 |40 "Clags |s577 |38 340 |464 |196 |466 |421 |13
14 dias
40 "Cl o4 |533 |43 371 | 43,0 199 |559 |375 |65
28 dias
40 °C
2 505 |457 |38 437 1360 |203 |e88 |273 |30
meses
40 °C
3 569 |382 |49 510 |323 167 |768 |179 |54
meses

F6 t=0 360 | 612 2.8 317 | 478 | 205 |403 |502 |96
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120

minuto | 362 | 609 |29 316 |478 |206 |391 |505 10,4
S
8 358 |614 |28 315 |480 |204 [392 |505 10,3
ciclos
40 "Cla70 |596 |34 327 | 479 194 | 417 |484 |99
8 dias
40 Clags |575 |38 343 | 467 190 |430 |457 13
14 dias
40 "Cl o7 | 532 41 376 | 432 191 |503 |428 6.9
28 dias
40 °C
2 512 | 45,1 37 447 | 361 192 |e601 |354 |45
meses
40 °C
3 575 |378 |47 521 | 325 155 | 683 |264 |54
meses
t=0 360 |612 |28 316 | 478 | 205 |410 |494 |96
120
minuto | 36,1 | 612 |28 316 |478 |207 |400 |502 |99
S
8 359 |613 |27 315 | 48,1 204 | 401 | 496 10,3
ciclos
40 "Cla74 | 594 35 328 | 476 195 |449 |448 10,3
8 dias
F7 |40 "Clags |574 |38 343 |465 192 |472 |428 |10
14 dias
40 "Cl o8 |530 |41 375 | 43,0 195 |563 |373 |64
28 dias
40 °C
2 512 | 45,1 37 448 | 362 190 |695 |27.1 34
meses
40 °C
3
meses
t=0 358 |615 |27 315 |480 |205 |405 |515 |80
120
minuto | 36,0 | 612 |27 316 |479 |206 395 |509 |97
S
8
S s 1357|618 |25 313 | 487 199 |402 |499 10,0
40 °Cl 359 |596 35 327 | 476 197 |415 |480 10,5
8 dias
F8 40 "Clag7 | 575 3.9 343 | 465 192 |432 |457 111
14 dias
40 °C
i | 426 | 533 |42 374 | 431 195 |504 |429 |67
40 °C
2 508 |455 |37 443 | 36,0 197 |601 |357 |42
meses
40 °C
3 578 |373 |49 521 | 321 150 |e688 |258 |54
meses
t=0 362 | 611 2.7 319 | 478 |202 |413 |497 |90
120
minuto | 364 | 609 | 27 319 |477 |205 400 |502 |99
S
8 361 |613 |27 318 |479 |203 392 |510 |99
F9 ciclos
40 "Cla79 |s588 33 336 | 47.3 191 |449 |458 93
8 dias
40 "Cl 00 |s63 |37 357 | 455 188 | 468 |422 110
14 dias
40 °C | 447 |513 |40 395 | 415 190 |563 |379 |58
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28 dias

40 °C
2 53,8 | 42,6 3,6 46,2 | 333 20,5 67,7 | 289 3,3
meses
40 °C
3 60,8 | 34,4 4,9 54,3 | 29,2 16,5 76,9 | 18,2 4,9
meses
t=0 36,0 |615 2,5 31,9 | 477 20,4 41,1 | 505 8,4
120
minuto | 36,4 | 60,9 27 31,9 | 478 20,3 40,1 | 50,8 9,1
S
8 362 | 612 2,6 31,8 | 48,0 20,2 39,1 | 51,1 9,8
ciclos
40 "Cla79 | 588 3,3 33,8 | 472 18,9 448 | 46,0 9,2
8 dias

F10 |40 "Cl 0o | 564 35 358 | 456 187 | 463 |420 16
14 dias
40 "Cl40 511 3.9 397 | 417 186 |569 |375 56
28 dias
40 °C
2 542 | 42,4 3.4 46,6 | 332 20,2 67,5 | 292 3,3
meses
40 °C
3 60,9 | 34,6 45 53,9 | 29,0 17,1 758 | 19,5 47
meses
t=0 36,0 |615 2,5 31,7 | 484 20,0 410 |518 7.2
120
minuto | 36,4 | 60,9 27 31,8 | 478 20,4 39,9 | 505 9,6
S
8 362 | 612 2,6 31,7 | 48,1 20,2 38,9 | 508 10,3
ciclos
40 °Cla79 |s588 33 338 | 47.3 189 |424 |475 10,1
8 dias

F11 40 °C 40,2 | 56,4 3,5 357 | 458 18,5 442 | 448 10,9
14 dias
40 "Cl49 511 3,9 39,8 | 417 18,5 525 | 41,6 5,9
28 dias
40 °C
2 542 | 42,4 3.4 450 | 32,1 22,9 59,7 | 36,2 4,1
meses
40 °C
3 60,9 | 34,6 45 545 | 29,4 16,1 72,0 | 243 3,7
meses
t=0 36,1 | 61,3 2,6 31,9 | 48,1 20,0 40,8 | 515 7.7
120
minuto | 36,1 | 61,2 27 31,8 | 478 20,4 395 | 495 11,0
S
8 36,1 | 61,2 27 31,8 | 47,9 20,3 384 | 508 10,8
ciclos
40 °Cl g2 |584 3.4 338 | 47.3 190 |426 |470 10,3
8 dias

F12 |40 "C 400 | 564 3,6 356 | 459 185 | 44,1 | 454 10,4
14 dias
40 Cl 47 |513 4,0 396 | 417 18,7 524 | 41,7 5,9
28 dias
40 °C
2 53,9 | 426 3,5 442 | 320 23,8 58,9 | 36,6 46
meses
40 °C
3 60,2 | 35,1 47 532 | 294 17,4 713 | 251 3,5
meses
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Tabla 32: Efecto de los excipientes sobre la estabilidad de los anticuerpos
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P a 100 mg/ml (en relacién 1:1:1)

incubados a 40 °C durante un maximo de dos meses — Resultados de MFI

B o o  [mm
i\"“es' Condicion | ¢ #/ml) | Conc.(#/ml) | Conc.#ml) | Conc.(#ml)
ra de estrés

F1 1127 1150 23 0
F2 4778 1044 79 13
F3 4112 4201 90 6
F4 1459 1509 50 10
F5 649 695 46 8
F6 o 831 929 98 27
F7 1136 1249 113 13
F8 2311 2414 102 13
F9 632 655 23 0
F10 990 1028 38 4
F11 1845 1931 86 4
F12 678 722 44 4
F1 4778 4995 217 31
F2 2461 2544 83 8
F3 3003 3064 61 0
F4 2497 2553 56 6
F5 1744 1771 27 0
F6 4427 4540 113 8
F7 VX 2734 2797 63 13
F8 3874 4066 192 21
F9 1697 1730 33 4
F10 1876 1926 50 4
F11 2464 2530 67 6
F12 1104 1154 50 8
F1 6406 6657 250 42
F2 2011 2074 63 6
F3 2572 2616 44 17
F4 2864 2960 96 25
F5 1354 1396 42 2
F6 o 4141 4379 238 23
F7 3905 3982 77 4
F8 3377 3471 94 4
F9 1965 1996 31 2
F10 1746 1792 46 2
F11 5040 5134 94 6
F12 1304 1323 19 2

132




Ejemplo 8: Seleccién del cosolvente organico contra el estrés por agitaciéon

Los estabilizadores tales como surfactantes y cosolventes organicos a menudo se
afiaden a las formulaciones de anticuerpos para proteger la proteina de la
agregacion inducida por la agitacion. El efecto de los cosolventes organicos y los
surfactantes sobre la estabilidad frente al estrés por agitacion y la estabilidad
térmica de anticuerpo anti-EBOV individual a 33,3 mg/ml, y 100 mg/ml del céctel
coformulado de tres anticuerpos (relacion 1:1:1) se examin6é en formulaciones
liquidas. El ejemplo anterior identificé al polisorbato 80 como un componente
excipiente critico. El presente ejemplo evalua diferentes polisorbato 80 en % p/v
bajo estrés por agitacion inducido por la agitacion orbital a 250 rpm durante 48
horas. Ver las Tablas 33-40. Las formulaciones base contienen anticuerpo
individual a 33,3 mg/ml (0 100 mg/ml de anticuerpo total en coformulacion),
10 mM de histidina, pH 6,0, 5 % p/v de sacarosa, con 0,04 % a 0,2 % de
polisorbato 80, como se muestra. Las formulaciones que no contienen surfactante
son menos estables bajo estrés por agitacion en comparacion con la formulacion
con = 0,04 % p/v de PS80. Ademas, no hay diferencias significativas en los
resultados de MFIl y SE-UPLC entre las formulaciones que contienen = 0,04 % p/v
de polisorbato 80.

Tabla 33: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17203P - Visual, DO, pH, % de HMW, % de Nativo,
% de LMW y concentracién en % p/v de PS80

Formula- DO @
ii(’)n base | Estrés | Visual ;1215 pH (lj-l/onse (l)\/loativge E/OMV\?G gzr/]ml
t=0 0 0,087 |6,1 (1,3 97,7 1,0 33,9
0,04 % plv ‘235'30
de PS80 0 0,088 |6,0 [1,2 97,8 1,0 34,5
rom 48
h
t=0 0 0,087 |6,0 [1,3 97,7 1,0 33,8
0,08 % piv 25'30
de PS80 0 0,087 |6,0 (1,2 97,8 1,0 34,8
rom 48
h
t=0 0 0,086 |6,0 |19 97,0 1,1 33,4
0,12 % p/v | OB
de PS80 250 0 0,086 |6,0 [1,8 97,2 1,1 33,8
rom 48
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h

t=0 0 0,087 |6,0 |13 97,6 1,1 33,3

0 OB
0,20 % plv 550

de PS80 rpm 48 0 0,087 |6,0 |12 97,8 1,1 34,2

h

t=0 0 0,086 |6,0 |24 96,7 1,0 32,5

0,00 % piv | OB

250
de PS80 rpm 48 2 0,365 |[6,0 | 55,2 441 0,7 32,6

h

Tabla 34: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17139P - Visual, DO, pH, % de HMW, % de Nativo,
% de LMW y concentracién en % p/v de PS80

Formula- DO @ o
- . , Yo de|% de|% de|Con,
ilon base | Estrés | Visual ;1215 pH HMW | Nativo | LMW | mg/ml
t=0 0 0,084 |6,0 |09 97,8 1,2 32,4
0,04 % phv 25'30
de PS80 rpm 0 0,083 |6,0 {0,8 97,9 1,2 32,6
48 h
t=0 0 0,083 |6,0 |09 97,8 1,2 32,4
0,08 % piv 25'30
de PS80 rpm 0 0,082 |6,0 {0,8 97,9 1,2 32,5
48 h
t=0 0 0,084 |6,0 |09 97,8 1,2 32,5
0,12 % piv ;)5'30
de PS80 pm 0 0,083 |6,0 |0,8 97,9 1,2 32,8
48 h
t=0 0 0,084 |6,0 |0,9 97,8 1,3 32,7
0,20 % piv 25%
de PS80 rpm 0 0,082 |6,0 |0,8 97,9 1,3 32,9
48 h
t=0 0 0,090 |6,0 1,6 97,3 1,1 32,3
0,00 % phv 25%
de PS80 rpm 0 0,086 |6,0 |3,3 95,6 1,1 32,0
48 h
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Tabla 35: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17161P - Visual, DO, pH, % de HMW, % de Nativo,
% de LMW y concentracién en % p/v de PS80

DO
Ei%;mg;as-e Estrés Visual @ pH % de|% de|% de)Con,
+ 405 HMW | Nativo | LMW | mg/ml
nm
t=0 0 0,114 |6,0 |19 96,8 1,3 33
4 [0 ) ’ ) I 3
004 % 5555
PS80 rom 48 |0 0,111 | 6,1 |[1,8 96,9 1,3 33
h
t=0 0 0,112 |6,0 |19 96,8 1,3 33
[s) ) ) ) I )
8/88 dﬁ OB 250
PS80 rom 48 |0 0,111 | 6,1 |[1,8 97,0 1,3 33
h
t=0 0 0,110 | 6,0 |[1,9 96,8 1,3 33
[v) ) ) ) I )
8/\1/2 d/; OB 250
PS80 rom 48 |0 0,110 | 6,0 |18 97,0 1,3 34
h
t=0 0 0,106 | 6,0 |19 96,8 1,3 33
[0 ) ) ) I I
8/\2/0 dé OB 250
PS80 rom 48 |0 0,111 | 6,1 |18 96,9 1,3 33
h
t=0 0 0,111 6,0 |19 96,9 1,2 33
[s) ) ) ) I )
000 % | G550
PS80 rom 48 |0 0,112 | 6,0 |10,7 88,2 1,1 33
h

Tabla 36: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P - Visual, DO,
pH, % de HMW, % de Nativo, % de LMW y concentracién en % p/v de PS80

DO 80 %
Formu- . |Vii- @ % de|% de|% de|Con,
lacion | E5S | sual | 405 |[PT | HMW | Nativo | LMW | mg/ml E’g’ de
nm
t=0 |0 |0,182 |61 |16 |97,3 |12 |98 |0,058
OB
F 250 19 lo188 |61 |16 |973 |11 |98 |0059
rpm
48 h
t=0 |0 |0,180 |61 |16 |973 |11 |97 |0,095
OB
F2 25015 |o1s0|61 |16 |973 |11 |98  |0,095
rm
48 h
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t=0 0 0,175 | 6,1 |18 97,1 1,1 93 0,13
OB
F3 250
rom
48 h
t=0 0 0,179 | 6,1 | 1,6 97,3 1,1 97 0,207
OB
F4 250
rom
48 h
t=0 0 0,191 | 6,1 | 2,1 96,9 1,1 99
OB
F5 250
rom
48 h

0 0,176 | 6,1 | 1,7 97,2 1,1 93 0,129

0 0,182 |6,1 | 1,6 97,3 1,1 97 0,207

0 0,178 | 6,0 |8,8 90,2 1,0 98

Tabla 37: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene Anti-EBOV H1H17203P — Resultados de MFI

Formulacién Estrés 10-300 pm | 25-300 um
base + (#/ml) (#/ml)
0.04 % piv ’gg - 405,12 10,44
de PS80 a8 h PM 1 543 71 20,88
0.08 % piv ’gg - 279,82 418
de PS80 a8 h PN 743 41 31,32
012 % piv t;g - 281,91 12.53
de PS80 a8 h PM 1 1150 62 18,79
0.20 % piv t;g - 524,15 12,53
de PS80 a8 h 'PM | 657.45 8,35
0.00 % piv ’gg - 389.9 22.94
de PS80 a8 h PM 1 1524 14 129,27

Tabla 38: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17139P — Resultados de MFI

Formulacién Estrés 10-300 pm | 25-300 um
base + (#/ml) (#/ml)
0.04 % plv ’gg = 1675,63 37,61
de PS80 | ;= PM | 421,82 18,79
0,08 % p/iv|t=0 208,82 10,44
de PS80 OB 250 rpm | 355 12,53
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Tabla 39: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion

48 h

012 % piv ’gg - 402,82 64,70
de PS80 a8 h P 1002,87 |22,98
0.20 % piv ’gg - 421,82 18,79
de PS80 a8 h PM | 1423 56 10,45
0,00 % piv tgg - 98 8,34
de PS80 a8 h PM | 369 24 6.26

que contiene anti-EBOV H1H17161P — Resultados de MFI

Tabla 40: Efecto del polisorbato 80 sobre el estrés por agitacion en la formulacion
que contiene anti-EBOV H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P — Resultados de

MFI

Formulacién Estrés 10-300 pm | 25-300 ym
base + (#/ml) (#/ml)
0,04 % phv t;g 250 rpm ! °

de PS80 48 h 2 0
0,08 % phv tglg 250 rpm ° °

de PS80 48 h 25 4
012 % plv tc;g 250 rpm ° :

de PS80 | ;= PM 117 8
0,20 % piv gg 250 rpm > :

de PS80 48 h 10 2
0,00 % piv t(;g 250 rpm 5 :

de PS80 48 h 8 4

Formulacién Estrés 10-300 pm | 25-300 ym
base + (#/ml) (#/ml)
0,04 % plv tglg 250 rpm = °
de PS80 48 h 15 0
t=0 8 0
0,08 % pl/v
OB 250 rpm
de PS80 48 h 2 0
0,12 % p/v | t=0 25 2
de PS80 OB 250 rpm | 15 0
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48 h
t=0 8 0
020 % plv
OB 250 rpm
dePS80 | OB 19 2
0.00 % piv| .
depsso | 0 2 0
OB 250 rpm
48 h 25 6

Los anticuerpos anti-EBOV fueron inestables cuando se agitaron mediante
agitacion orbital a 250 rpm en ausencia de un cosolvente organico o surfactante.
Después de la agitacion mediante agitacion orbital a 250 rpm en ausencia de
cosolvente o surfactante, la solucion se volvid turbia, exhibi® un aumento
sustancial de la turbidez y tuvo un aumento en los agregados segun lo
determinado por SE-UPLC, asi como también una pérdida en la recuperacion de
proteinas por RP-UPLC. Por el contrario, el 0,1 % de polisorbato 80 protegi6 a los
anticuerpos de la inestabilidad inducida por la agitacion.

Ejemplo 9: Seleccion de la concentracion de estabilizador

El objetivo del presente ejemplo fue identificar los niveles del componente
estabilizador que podria usarse para desarrollar una formulacion de producto
farmacéutico que respalda anticuerpo anti-EBOV individual a 33,3 mg/ml, y
100 mg/ml del coctel coformulado de tres anticuerpos (relacion 1:1:1). Se
selecciond 10 % de sacarosa en la formulacién inicial, y se analizé en cantidades
variables para evaluar cualquier cambio en la estabilidad de anticuerpos: 5 %,
10 %, 15 % y 20 %. Las formulaciones base contenian 100 mg/ml de anticuerpo,
10 mM de histidina a pH 6,0 y 0,1 % de polisorbato 80.

La sacarosa se eligid6 como el estabilizador térmico para los anticuerpos anti-
EBOV durante el desarrollo de la formulacion de baja concentracion. Para el
desarrollo de la formulaciobn de alta concentracidon, se evaluaron diferentes
concentraciones de sacarosa sobre la estabilidad de los anticuerpos a
concentraciones de 100 mg/ml a 25 °C durante 0 a 6 meses y a 40 °C durante 0 a
3 meses. La formacion de especies de HMW disminuyé con el aumento de las
concentraciones de sacarosa cuando las formulaciones se incubaron a 40 °C
durante 28 dias.

Este estudio demostré que la estabilidad de la proteina es comparable para la

formulacién que contiene 10 % p/v de sacarosa en comparaciéon con las
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formulaciones que contienen 15 % o 20 % de sacarosa, y como tal, no se necesitd
sacarosa adicional mas alla del 10 % p/v. Ver las Tablas 41-48.

Tabla 41: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17203P a alta
concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Visual, DO y pH

Formulacién . . DO @
base + Estrés Visual 405 nm pH
t=0 0 0085 |60
25°C05m |0 0084 |60
25°C1m |0 0085 |61
25°C3m |0 0082 | 6.1
o 1 1
g’acar/gsa de 5oCc6m |0 0091 |61
40°C7d |0 0085 |60
40°C 14d |0 0086 |60
40°C21d |0 0086 |61
40°C28d |0 0087 |61
t=0 0 0085 |60
25°C05m |0 0084 |60
25°C1m |0 0085 | 6.1
25°C3m |0 0084 |60
0 1 1
;gcar(/;sa de 55°Cc6m |0 0,093 |60
40°C7d |0 0086 |60
40°C 14d |0 0085 |60
40°C21d |0 0086 |60
40°C28d |0 0088 |61
t=0 0 0086 |60
25°C05m |0 0084 |60
25°C1m |0 0084 |60
25°C3m |0 0083 |60
0 1 1
;gcarfsa de 55°c6m |0 0090 |60
40°C7d |0 0086 |60
40°C 14d |0 0086 |6,
40°C21d |0 0087 |60
40°C28d |0 0086 |60
t=0 0 0086 |59
25°C05m |0 0087 |59
25°Cim |0 0084 |60
25°C3m |0 0095 |60
0 H H
ggcarc/)"sa de H5ocem |0 0089 |60
40°C7d |0 0086 |60
40°C 14d |0 0085 |60
40°C21d |0 0085 |60
40°C28d |0 0086 |60
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Tabla 42: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17203P a alta
concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Resultados de SE-
UPLC, RP-UPLC y CEX-UPLC

% de | % de

0,
Formu- HMW | Monome | 2 9®|RP- | % de|% de|% de
lacién Estrés | por -ro  por UPLC, | Acidas | Princi- | Basi-
or SE-
base + SE- SE- BPLC mg/ml | por pal por | cas por
UPLC | UPLC CEX |CEX |CEX
=0 |24 9.6 1.0 3209 337 |534 |129
0
25 °Cloy 96.9 1.1 324 339 |537 |124
0,5m
o]
f‘r’m Claq 96.8 1.2 327 |350 |528 |122
0
§5m Claq 96.3 1.6 326 |386 |509 |105
5% de |25 °C
caom |22 O 22 957 2.1 328 |429 |471 |99
rosa 40 °C
hy 2.0 96.7 1.3 323 353 |523 |125
‘1‘2d *Cl20 965 15 324 |375 |507 |118
0
g?d Claq 96,1 1.8 325 |400 |487 |113
‘Z‘g . Clao 958 2.0 328 |429 |462 109
=0 |24 966 1.0 331|337 |533 |13.0
o]
25 Clyyg 96.9 1.1 327 339 |536 |125
0,5m
0
f5m Clao 96.8 1.2 330 |350 |527 123
o]
25 Claq 96.3 1.6 328 |384 |508 |108
10 % 5 os
de : 22 957 22 331 |427 473 |10
saca- 40m o
rosa | %0 2.0 96.8 1,2 325 |351 |523 |126
0
‘1‘2d Clao 965 15 327 |376 |506 |11.9
o]
‘Z‘?d Claq 96,2 1.8 328 |398 |487 |115
0
ggd Cla1 95.9 2.0 320 |426 |463 | 112
=0 |24 96.7 1.0 331|337 |533 |13.0
0
355 Clao 96.9 1.1 330 |339 |535 |126
15 % 2
de f5 Cla0 96.8 1,2 326 |348 |527 |125
saca- 25m o
rosa |22 "¢ g 96.4 1.6 328 |382 |509 |109
0
§5m Claq 958 22 328 |424 |471 |104
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0
‘;g Cl20 96.8 1,2 329 |351 |524 |126
‘1‘2d *Cl20 965 15 324 |373  |506 |122
0
g?d Cl20 96,2 1.8 326 |395 |488 |117
40 °C 1,4 96,0 1.9 328 |423 |463 | 114
28d
=0 |24 966 1.0 330 1337 |534 |129
25 °C
2.0 96.9 1.1 325 |339 |536 |125
0,5m
0
f5m Clao 96.8 1.2 328 |348 |527 |125
o]
25 Cl20 96.4 1.6 327 |379 |508 |113
20 % (tos
de : 21 958 21 331|419 |475 107
saca- m
40 °C
rosa | 49 2.0 96.8 1,2 324 |349 |525 |126
0
‘1‘2d Clio 96.6 15 325 373 |506 |122
o]
‘z‘?d Cl20 96.3 17 327 1391  |490 |11.9
40 °C
oy O |20 96.0 1.9 328 |419 |464 |17

Tabla 43: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17139P a alta

concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Visual, DO y pH

Formulacién . . DO @
base + Estrés Visual 405 nm pH
t=0 0 0,083 6,0
25°C05m |0 0,083 6,0
25°C1m 0 0,083 6,0
25°C3m 0 0,086 6,0
5 % de sacarosa | 25°C 6 m 0 0,085 6,0
40°C 7d 0 0,084 6,0
40 °C 14d 0 0,084 6,0
40 °C 21d 0 0,084 6,0
40 °C 28d 0 0,082 6,1
t=0 0 0,083 6,0
25°C05m |0 0,082 6,0
25°C1m 0 0,081 6,1
25°C3m 0 0,087 6,0
0 H H
;gcamsg’ de 25°C6m |0 0084 |60
40°C 7d 0 0,083 6,0
40 °C 14d 0 0,084 6,0
40 °C 21d 0 0,084 6,0
40 °C 28d 0 0,083 6,0
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t=0 0 0083 6,0
25°C05m |0 0082 |60
25°C1m |0 0,080 |6,0
25°C3m |0 0085 |60
;gcam;g’ de >59C6m |0 0,084 |60
40 °C 7d 0 0084 |60
40°C 14d |0 0082 |60
40°C21d |0 0,083 |60
40°C28d |0 0082 |60
t=0 0 0083 |59
25°C05m |0 0083 |59
25°C1m |0 0082 |60
25°C3m |0 0,085 |6,0
igcaro;/: de 5°c6m |0 0,084 |6,0
40 °C 7d 0 0,085 |6,0
40°C 14d |0 0083 |59
40°C21d |0 0,085 |6,0
40°C28d |0 0082 |60

Tabla 44: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17139P a alta
concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Resultados de SE-
UPLC, RP-UPLC y CEX-UPLC

% de o de % de % de
Formu- HMW I\/Tonéme- LMW RP- Aci- % de | % de
lacion Estrés | por por UPLC, | das Princi- Basi-
ro por SE-
base + SE- UPLC SE- mg/ml | por pal por | cas por
UPLC UPLC CEX CEX CEX
t=0 1,6 97,2 1,1 32,1 35,9 59,6 4,5
25 °C
1,4 97,4 1,3 32,3 35,8 59,7 4,6
0,5m
(o]
2 Cliz  or3 13 325 |37 |s82 |47
(o]
§5m C 1,4 96,9 1,7 32,4 39,9 55,2 4,9
5% de |25 °C
sacaro- | 6 m 1,4 96,3 2,3 32,4 43,0 51,8 51
sa °
‘712 C 1,3 97,4 1,4 32,2 37,0 58,1 4,9
(o]
0,113 Jora 16 323 [390 |560 |50
(o]
g?d C 1,3 96,9 1,9 32,5 40,8 54,1 51
40 °C
284 1,3 96,7 2,1 32,4 43,9 51,0 52
10 % | t=0 1,6 97,2 1,2 32,3 35,7 59,8 4,5
de 25 °C
sacaro- | 0.5 m 1,3 97,4 1,2 32,5 35,7 59,7 4,6
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[o]
sa f5m Cli3 97.4 1.3 326 | 371 |581 48
§5m°c 1.4 96.9 1.8 328 |395 |556 4.9
[o]
éSm Clia4 96.4 23 328 |427 |522 52
‘7‘2 Cl13 97 4 1.4 324 |368 |584 4.9
[o]
‘1‘2dC 1.3 97.1 1.6 326 |388 |56.1 51
[o]
‘z‘?d Cliz 96.9 1.9 328 |406 |542 52
40 °C
o |13 96.7 2.1 326 |438 |510 |53
=0 |16 972 1.1 323 |357 |598 |45
25 °C
1.3 975 1.2 324 [357 |597 |46
0,5m
(o]
f5m Cli3 97.4 1.3 326 |370 |582 |48
[o]
25 Clis 96.9 1.8 328 |396 |553 |51
o m
15 % S0
de : 1.4 96.4 23 326 |425 |523 |53
sacaro- [-2.M
40 °C
sa iy 1.3 97.4 1.4 324 |366 |585 |40
‘1‘2d°C 1.3 97 1 16 325 387 |562 51
[o]
‘Z‘?do 1,2 96.9 1.9 328 | 405 |542 53
40 °C
o |13 96.7 21 327 433 |512 55
=0 |16 97.2 1.2 326 |358 |597 |45
25 °C
1.3 975 1.2 327 |356 |597 |47
0,5m
[o]
%5mc 1.3 97.4 13 320 [367 |585 |48
25 °C 43 96.9 1.8 331  |394 |556 |51
o/ | 3m
20 o 3M
de : 13 96.4 23 331 |424 |523 |54
sacaro- [ 2M
40 °C
sa iy 1.3 97.4 1.4 327 |366 |584 |50
[o]
4112dc 1.3 97.1 1.6 320 [384 |564 |53
[o]
‘Z‘?d Cli3 96.9 1.9 330 |402 |543 |55
40 °C
o |13 96,7 2.0 330 |429 |515 |56

Tabla 45: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17161P a alta

concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Visual, DO y pH
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Formulacién . , DO @
base + Estrés Visual 405 nm pH
=0 0 0114 | 6.0
25°C05m |0 0113 | 6.0
25°C1m |0 0112 | 6.1
25°C3m |0 0.109 | 6.0
0 3 3
gacar/gsa de o5ocem |0 0110 | 6.1
40 °C 7d 0 0110 | 6.1
40°C 14d |0 0112 | 6.0
40°C21d |0 0115 | 6.0
40°C 28d |0 0111 |61
=0 0 0116 | 6.0
25°C05m |0 0113 |60
25°C1m |0 0114 | 6.0
25°C3m |0 0111 | 6.0
0 3 3
;2car(f’sa de o5ocem |0 0110 | 6.1
40 °C 7d 0 0113 | 6.1
40°C 14d |0 0114 |60
40°C21d |0 0112 | 6.0
40°C28d |0 0114 | 6.0
=0 0 0114 | 6.0
25°C05m |0 0113 | 6.0
25°C1m |0 0113 |60
25°C3m |0 0111 | 6.0
0 H 3
:“,Scaréosa de 55oc6m |0 0113 |61
40 °C 7d 0 0110 | 6.1
40°C 14d | 0 0110 | 6.0
40°C21d |0 0112 | 6.0
40°C 28d |0 0113 | 6.0
=0 0 0113 |60
25°C05m |0 0113 | 6.0
25°C1m |0 0113 | 6.0
25°C3m |0 0.109 | 6.0
0 H H
igcaré"sa de o5ocem |0 0113 | 6.0
40 °C 7d 0 0109 |60
40°C 14d |0 0114 | 6.0
40°C21d |0 0112 160
40°C28d |0 0112 |6.0

Tabla 46: Estabilidad acelerada del anticuerpo anti-EBOV H1H17161P a alta
concentracion (100 mg/ml) con estabilizadores térmicos - Resultados de SE-
UPLC, RP-UPLC y CEX-UPLC
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% de| % de| % de
Formu- HMW | Moné- LMW | RP- °,/o de | % de
lacion Estrés | por mero por UPLC, | Acidas | Princi- | % de
base + SE- por SE- | SE- mg/mi por pal por | Basicas
UPLC | UPLC | UPLC CEX |CEX | por CEX
=0 19 |99 |13 |33 539 |413 |48
40 °C
iy 14 |972 |15 |33 s65 |390 |45
40 °C
149 |14 |99 |17 133 501 |364 |45
40 °C
214 |10 |95 120 134 615 |339 |47
5 % de 40 °C
sacaro- | 28d 1,5 96,2 2,3 34 64,3 30,1 5,6
sa 25 °C
s |15 |92 |13 |33 557 |a05 |38
25 °C 1
> 15 | 97.1 15 |34 58 |36 |57
25°C 3
> 16 |96 |19 |33 621|353 |26
25°C 6
> 17 |959 |24 |33 co6 |269 |35
t=0 |19 |969 [13 |33  |s390 |416 |46
40 °C
y 13 |972 |15 |34 563 |300 |47
40 °C
149 |14 |99 1734 589 |364 |47
40 °C
o |21 |1° |96 |20 34 615 |338 |47
10 %214
de 15 |93 |22 |34
0 oo ggd - 643 |309 |48
Sa
05m |14 |93 |13 134 540 |416 |44
25 °C 1
> 15 |97.1 15 |34 60 |83 |57
25°C 3
> 15 |96 |19 |34 623 |30 |27
25°C 6
> 16 |90 |24 |34 604|274 |32
=0 19 |99 |12 |33 546 |417 |38
40 °C
74 13 |97z 115 )33 565 |396 |39
40 °C
149 | ¥4 |°70 1733 591 |366 |43
15 % [40 °C
de 214 |14 |96 |20 34 614 |335 |51
sacaro- | 40 °C
sa 28d |14 |93 23 34 642 [305 |53
25 °C
05m |14 |93 |13 133 546 | 405 |49
0
r2n5 Cll4a |97 15 |34 57 |37 |se
25°C3|15 1967 |19 |34 619 |353 |28
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m
25°C 6
- 1,5 |96,0 24 |34 69.0 27,6 3.4
=0 1.9 96,9 1,3 33 54,4 42,0 3,6
40 °C
iy 1,3  |97,2 15 |33 56,3 388 |49
40 °C
0 1,3 97,0 1,7 |33 590 [363 |47
40 °C
oo o l21d T %7 20 |3 614 1338 |48
40 °C
de 1,4 96,4 2,2 34
sacaro- |-28d o4 08 >3
sa 25 °Clys |o73 |13 |33
0,5 m ’ 1 ’ 54,2 41 15 4’3
25°C 1
> 1.4 |97,1 1.5 |34 55,7 |384 |59
25°C 3
- 1,5 96,7 1,9 34 61.6 36,1 2,3
25°C 6
m 1.5 |91 |25 |34 68,9 276 |36

Tabla 47: Estabilidad acelerada de los anticuerpos anti-EBOV H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P a alta concentraciéon con estabilizadores térmicos -
Visual, DO, pH, SE-UPLC y RP-UPLC

Formulacién Estrés Visual | DO @ | pH % de HMW | % de | % de LMW | Con,
base + 405 nm Nativo mg/ml
5 % de|t=0 0 0,182 | 6,0 | 2,08 96,9 1,03 96
sacarosa 25 °C 0,50 0,183 |61 |22 96,66 1,14 98
Ir2715 °C1im |0 0,187 |61 | 2,34 96,39 1,26 96
25°C3m |0 0177 |61 | 2,65 95,6 1,75 95
25°C6m |0 0,184 |61 |295 94,84 2,2 o4
40°C7d |0 0,179 |61 | 2,29 96,39 1,31 98
40°C14d |0 0,182 |61 | 2,51 95,96 1,54 98
40°C21d |0 0,191 |61 | 2,68 95,45 1,87 95
40°C28d |0 0,191 | 6,1 | 2,83 95,11 2,06 9%
40°C2m |0 0,193 |61 | 3,56 93,35 3,09 9%
40°C3m |0 0,205 |61 | 4,22 91,61 417 93
10 % de | t=0 0 0,175 | 6,0 | 2,06 96,89 1,04 97
sacarosa 25 °C 050 0,180 |60 |2,14 96,71 1,15 99
Ir2ns °C1im |0 0,195 |61 | 2,26 96,44 1,29 9%
25°C3m |0 0177 |61 | 2,56 95,68 1,76 95
25°C6m |0 0,182 |61 | 2,84 94,93 2,22 95
40°C7d |0 0,180 |61 | 2,23 96,44 1,33 97
40°C14d |0 0,184 |60 | 242 96,04 1,55 98
40°C21d |0 0,187 |61 | 2,57 95,57 1,85 9%
40°C28d |0 0,187 |61 | 2,69 95,26 2,05 9%
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40°C2m |0 0,194 |61 |3,29 93,66 3,05 97
40°C3m |0 0,208 |61 |3,93 91,89 4,18 95
15 % de | t=0 0 0,175 | 6,0 | 2,06 96,9 1,04 96
sacarosa 25 °C 0,50 0,177 | 6,0 | 2,11 96,73 1,16 98
Ir2ns °C1im |0 0,178 |61 | 222 96,52 1,26 96
25°C3m |0 0,179 |61 | 2,49 95,78 1,73 96
25°C6m |0 0,179 |61 | 272 95,09 2,19 95
40°C7d |0 0,181 |61 |2,17 96,5 1,32 98
40°C14d | 0 0,179 |60 |2,34 96,13 1,54 99
40°C21d |0 0,183 |61 | 2,48 95,72 1,81 95
40°C28d |0 0,189 |61 | 2,61 95,33 2,06 96
40°C2m |0 0,194 |61 | 312 93,85 3,03 96
40°C3m |0 0,201 |61 |371 92,13 4,15 95
20 % de | t=0 0 0,178 | 6,0 | 2,05 96,91 1,03 96
sacarosa 25 °C 0,50 0,174 |60 |207 96,78 1,14 99
r2ns °C1m |0 0,178 |61 |22 96,51 1,31 96
25°C3m |0 0,181 |60 | 242 95,81 1,77 95
25°C6m |0 0,175 | 6,1 | 2,64 95,13 2,22 95
40°C7d |0 0,184 |61 |2,15 96,53 1,33 98
40°C14d | 0 0,178 |60 |2,28 96,18 1,54 99
40°C21d |0 0,185 |61 | 242 95,71 1,87 96
40°C28d |0 0192 |61 | 2,53 95,41 2,06 96
40°C2m |0 0,192 |60 | 3,02 93,93 3,05 96
40°C2m |0 0,199 |61 | 3,51 92,37 4,13 95

Tabla 48: Estabilidad acelerada de anticuerpos anti-EBOV H1H17203P,
H1H17139P y H1H17161P a alta concentracién (100 mg/ml) con estabilizadores
térmicos - Resultados de CEX-UPLC

H1H17139P H1H17203P H1H17161P
Formu- | Estré % de|% de % de | % de % de| % de
lacion s % de | Princi- | Basi- % de | Princi- | Basi- % de | Princi- | Basi-
Acidas | pal cas Acidas | pal cas Acidas | pal cas
t=0 35,7 61,4 2,9 31,1 46,4 22,5 46,1 48,8 5,1
40°C | 37,0 59,5 3,5 32,5 45,6 21,9 50,4 44,3 5,3
40°C | 391 57,1 3,8 34,7 44 1 21,3 53,8 41,1 5,1
40°C | 41,2 55,0 3,8 36,7 43,0 20,4 54,8 39,0 6,2
5 % de 40°C | 43,7 52,2 4.1 38,7 41,1 20,2 56,7 36,2 71
saca- 40°C | 53,2 42,5 4,3 46,1 31,7 22,2 71,2 24,4 4.4
0S8 |40°c [ 60,6 |350 |44 536 | 283 181 | 798 |162 |40
25°C | 35,7 61,2 3,2 31,3 46,4 22,3 48,0 46,5 55
25°C | 36,3 60,4 3,3 31,8 46,8 21,3 46,7 46,7 6,5
25°C | 39,3 57,6 3.1 35,3 45,3 19,4 56,9 40,4 2,6
25°C | 43,8 52,5 3,8 39,3 42,1 18,5 63,3 32,3 4.4
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t=0 35,9 61,2 2,9 311 46,4 22,5 46,1 48,8 5,1
40°C | 36,9 59,5 3,6 32,5 45,5 22,0 50,2 44,0 5,8
40°C | 38,9 57,2 3.9 34,5 441 21,5 53,6 41,3 5,1
40°C | 411 54,9 4,0 36,6 43,0 204 54,1 38,6 7,3
10 % | 40°C | 434 52,4 4,2 38,6 41,3 20,1 56,8 35,7 7,5
g:ca- 40°C | 62,7 42,9 4,4 45,8 32,4 21,8 71,0 24,6 4,5
rosa 40°C | 59,5 36,5 4,1 52,9 28,4 18,6 81,0 15,3 3,8
25°C | 35,6 61,2 3,2 31,3 46,3 22,4 48,0 46,6 54
25°C | 36,2 60,3 3,5 31,7 46,9 21,3 46,5 46,5 7,0
25°C | 391 57,7 3,2 35,1 451 19,8 56,7 40,2 3.1
25°C | 44,0 52,3 3.7 39,2 41,8 19,1 62,6 32,7 4,7
t=0 35,9 61,2 2,9 31,1 46,5 22,4 46,0 48,7 54
40°C | 36,7 59,5 3.8 32,5 45,6 21,9 50,5 43,9 5,6
40°C | 38,7 57,4 3,9 34,5 441 214 53,1 41,2 5,6
40°C | 40,9 54,9 4,1 36,4 42,9 20,7 53,4 38,9 7,7
15 % | 40°C | 43,1 52,7 4,2 38,4 41,5 201 57,1 36,0 6,9
S:oa— 40°C | 524 43,0 4,6 45,5 32,8 21,8 70,1 24,9 4,9
rosa 40°C | 59,4 36,3 4,4 54,2 294 16,4 81,2 15,5 3,2
25°C | 35,6 61,2 3,2 31,3 46,5 22,2 47,9 46,7 54
25°C | 36,2 60,5 3.3 31,7 47,0 21,3 46,7 46,6 6,7
25°C | 39,0 57,7 3,3 35,0 44,9 20,1 56,1 39,6 4,3
25°C | 435 52,7 3,8 38,6 41,8 19,6 62,2 33,4 4,4
t=0 35,9 61,2 2,9 311 46,2 22,7 46,1 48,9 5,0
40°C | 36,7 59,6 3,6 32,4 451 22,5 50,1 44,5 54
40°C | 38,6 57,4 4,0 34,2 43,9 21,9 53,5 41,1 54
40°C | 40,6 55,2 4,2 36,2 43,0 20,8 53,5 38,9 7,6
20 % | 40°C | 42,9 52,7 4,4 37,8 41,3 20,9 57,0 36,7 6,3
g:oaro 40°C | 51,7 43,6 4,7 44,8 32,5 22,7 66,4 274 6,2
sa 40°C | 58,8 36,8 4,5 55,3 30,7 14,0 79,7 14,4 5,8
25°C | 35,6 61,2 3.2 31,3 46,4 22,3 47,9 46,7 55
25°C | 35,7 60,9 3.4 31,6 46,8 21,6 46,6 45,8 7,7
25°C | 38,6 58,1 3.3 34,7 45,4 20,0 56,9 40,6 2,5
25°C | 431 53,0 3,9 38,4 42,0 19,7 61,7 33,3 5,1

Ejemplo 10: Estudios de estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica
formulada (FDS) (12 meses) para FDS H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P
C2P1y FDS H1H17161P C2P1 formulados individualmente

Las FDS clinicas y de investigacion se fabrican mediante el uso de procesos
comparables, y los métodos usados para evaluar la estabilidad del material de
investigacion son similares a los métodos usados para evaluar la estabilidad del
material destinado a estudios clinicos. En consecuencia, los resultados obtenidos

a partir de los estudios de estabilidad en investigacion pueden usarse para

148



evaluar la estabilidad del material destinado a estudios clinicos.

El presente estudio de estabilidad en almacenamiento a largo plazo evalué la
estabilidad de FDS H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P C2P1 y FDS
H1H17161P C2P1 durante 12 meses de almacenamiento a -80 °C y -30 °C. FDS
H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P C2P1 y FDS H1H17161P C2P1 son
estables durante al menos 12 meses cuando se almacenan a -80 °C y -30 °C.

Los estudios de estabilidad a largo plazo en curso continuan durante todo el
protocolo de estabilidad, como se presenta en la Tabla 49. Las muestras se
analizaron siguiendo el plan de analisis descrito en la Tabla 50. El plan de
analisis, los criterios de aceptacién preliminares y el plan de obtenciéon de
muestras se proporcionan en la Tabla 50.

Tabla 49: Resumen de los estudios de estabilidad de la sustancia farmacéutica
formulada para H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P

Num. de | Tipo de | Cierre del ggn;“;':g::a_ Duracion Datos
estudio estudio | contenedor : del estudio | disponibles
miento
-80 °C 84 meses 12 meses
Vil q -30 °C 84 meses 12 meses
ia e S
policarbona- -20 °C 3 meses 3 meses
to irradiado | 5 °C 56 dias 56 dias
con rayos |25 °C/60 % . )
I?:Ill!ﬂ?ZO Investi- | gamma de | de HR 28 dias 28 dias
gacion | 5 ml con |40 °C/75 % , ;
SS018 cierre  con | de HR 28 dias 28 dias
revestimien-
to de | Agitacion r1n2ir?utos 120 minutos
silicona Congelacién/
descongela- | 8 ciclos 8 ciclos
cion
-80 °C 84 meses 12 meses
Vial de | -30 °C 84 meses 12 meses
policarbona- | -20 °C 3 meses 3 meses
tC%n'"afe"‘;‘/gg 5°C 56 dias 56 dias
HTH1713 Investi- | gamma de 25 °C/60 % 28 dias 28 dias
oP- acic 5 ml de HR
ssot1g | 9acon oM - CON e %
cierre con |\ o ° | 28 dias 28 dias
revestimien- |-9€ 50
to de | Agitacion ; 120 minutos
silicona ____ | minutos
Congelacion/ 8 ciclos 8 ciclos
descongela-
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Num. de | Tipo de | Cierre del ((j:eonacilni:g:nsa- Duracion Datos
estudio estudio | contenedor : del estudio | disponibles
miento
cion
-80 °C 84 meses 12 meses
Vial q -30 °C 84 meses 12 meses
pgl‘icarbona? -20 °C 3 meses 3 meses
to irradiado | 5 °C 56 dias 56 dias
con rayos |25 °C/60 % . .
I1-|F1)E-|1716 Investi- | gamma de | de HR 28 dias 28 dias
gacion | 5 ml con |40 °C/75 % ; ;
SS018 cierre  con | de HR 28 dias 28 dias
revestimien- G 120 -
tc.’. de | Agitacion minutos 120 minutos
silicona Congelacién/
descongela- | 8 ciclos 8 ciclos
cién

HR, humedad relativa

Tabla 50: Plan de analisis y criterios de aceptacion preliminares para los estudios

de estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica formulada

H1H17203P, H1H17139P, H1H17161P

Ensayo Criterios de  aceptacion | Muestras de investigacion a
preliminares analizar
Forma fisica /| Liquido esencialmente libre
. ] g Todas las muestras
Condicion de particulas visibles
. No mas turbia que Ila
Transparencia - ) Todas las muestras
suspension de referencia IV
Color no mas intenso que el
Color de la solucidon de referencia | Todas las muestras
BY2
pH 5,8a6,2 Todas las muestras

Contenido total de
proteina (A280)

90 a 110 mg/ml

N/C

Contenido total de

proteina (RP-190a 110 mg/ml Todas las muestras
UPLC)

t=0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72
Potencia: %08% meses a -80 C y -
Ensayo de | 50 % a 150 % de estandar ’

neutralizacion de
pseudovirus

de referencia

3 meses (-20 °C), 56 dias
(5 °C), 28 dias (25 °C/60 %
de HR) y 28 (dias
(40 °C/75 % de HR)
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Ensayo de ADCC

de referencia

Ensayo Criterios de  aceptacion | Muestras de investigacion a
preliminares analizar
t=0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72
y 84 meses a -80 °C vy -
Potencia: 50 % a 150 % de estandar 30°C,

3 meses (-20 °C), 56 dias
(5 °C), 28 dias (25 °C/60 %
de HR) y 28 dias
(40 °C/75 % de HR)

Pureza por MCE
reductora

a. % de Pureza

b. % de NGHC

c. % de LMW

a. Pico de HC + pico de LC
= 80 % del area total del pico
b. <15 % de NGHC

c. < 10 % de especies de
LMW

t=0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72
y 84 meses a -80 °C y -
30 °C,

3 meses (-20 °C), 56 dias
(5 °C), 28 dias (25 °C/60 %
de HR) y 28 (dias
(40 °C/75 % de HR)

Pureza por MCE
no reductora
a. % de Pureza

a. MP + PGMP = 80 % del
area total del pico
b. <15 % de especies de

t=0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72
y 84 meses a -80 °C y -
30 °C,

3 meses (-20 °C), 56 dias

variantes de carga
por CEX-UPLC

a. % de Regidn 1
b. % de Region 2
c. % de Region 3

<65 % Regidén 1
> 35 % Regidn 2

a.
b. 2
c. <20 % Region 3

b. % de LMW LMW (5 °C), 28 dias (25 °C/60 %
c. % de HMW c.N/C de HR) y 28 (dias
(40 °C/75 % de HR)
Pureza por SE-|a. =90 % del area total del
UPLC pico
a. % de Pureza|b. < 5 % de especies de T
X o odas las muestras
del pico principal LMW
b. % de LMW c. < 7 % de especies de
c. % de HMW HMW
Analisis de

Todas las muestras

A2s0, absorbancia a 280 nm; CEX, cromatografia de intercambio catiénico; SE-

UPLC, cromatografia liquida de ultra rendimiento de exclusiéon portamano; HMW,

peso molecular alto; HC, cadena pesada; LC, cadena ligera; LMW, peso

molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena pesada

no glicosilada

Resultados del estudio de estabilidad de la sustancia farmacéutica formulada

Resultados del estudio de estabilidad en investigacion del almacenamiento a largo
plazo del FDS H1H17203P
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En los estudios de estabilidad en investigacion, se determind que el FDS C2P1 es
fisica y quimicamente estable cuando se almacena a -80 °C y -30 °C (Tabla 51y
Tabla 52, respectivamente). No se detecté ningun cambio apreciable en la
estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Los
estudios de estabilidad en investigacibn que examinan el FDS C2P1 en
condiciones de almacenamiento a largo plazo continuaran durante 84 meses.
Resultados del estudio de estabilidad acelerada del FDS H1H17203P

Los estudios de estabilidad en investigacion indicaron que el FDS C2P1 fue fisica
y quimicamente estable cuando se almacend a -20 °C durante 3 mesesy a 5 °C
durante 56 dias (Tabla 53 y Tabla 54). No se detectd ningun cambio apreciable en
la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Después
del almacenamiento a 25 °C/60 % de HR (Tabla 54) durante 28 dias, se observé
un aumento menor de 0,3 % en las especies de HMW por SE-UPLC para
H1H17203P. No se observd ningun cambio significativo en otros atributos
monitoreados después de la incubacién a 25 °C/60 % de HR durante 28 dias. Se
han completado los estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en
condiciones de almacenamiento aceleradas de -20 °C, 5 °C y 25 °C/60 % de HR.
Resultados del estudio de estabilidad frente al estrés del FDS H1H17203P

Los resultados del estudio de estabilidad en investigacion del analisis del FDS
C2P1 en condiciones de estrés de 40 °C/75 % de HR se proporcionan en la Tabla
55. Se observé un aumento del 1,2 % en HMW y del 0,4 % en especies de LMW
por SE-UPLC; y se observaron aumentos del 11,1 % en la Region 1 por CEX-
UPLC. No se observé ningun cambio significativo en otros atributos monitoreados.
El FDS C2P1 mantuvo la potencia tras la incubacién a 40 °C/75 % de HR durante
28 dias. Se han completado los estudios de investigacion que examinan el FDS
C2P1 en condiciones de almacenamiento de estrés de 40 °C/75 % de HR.

Los resultados de estabilidad en investigacion del analisis del FDS C2P1 después
de las condiciones de agitacion y congelacion/descongelacion se proporcionan en
la Tabla 56. EI FDS C2P1 fue fisica y quimicamente estable cuando se agité (en
vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos o cuando se sometié a 8
ciclos de congelacién/descongelacion (congelacién a -30 °C y descongelacion a
temperatura ambiente). No se observd ningun cambio apreciable en la estabilidad
fisica o quimica de H1H17203P en ninguno de los atributos monitoreados. Se han

completado los estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en
152



condiciones de agitacién y congelacion/descongelacion.

Resultados del estudio de estabilidad en investigacion del almacenamiento a largo
plazo del FDS H1H17139P

En los estudios de estabilidad en investigacion, se determind que el FDS C2P1 es
fisica y quimicamente estable cuando se almacena a -80 °C y -30 °C (Tabla 57 y
Tabla 58). No se detecté ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o
quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Los estudios de estabilidad en
investigacion que examinan el FDS C2P1 en condiciones de almacenamiento a
largo plazo continuaran durante 84 meses.

Resultados del estudio de estabilidad acelerada del FDS H1H17139P

Los estudios de estabilidad en investigacion indicaron que el FDS C2P1 fue fisica
y quimicamente estable cuando se almacend a -20 °C durante 3 mesesy a 5 °C
durante 56 dias (Tabla 59 y Tabla 60). No se detectd ningun cambio apreciable en
la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Después
del almacenamiento a 25 °C/60 % de HR (Tabla 60) durante 28 dias, se observé
un aumento menor de 0,3 % en las especies de HMW por SE-UPLC. No se
observd ningun cambio significativo en otros atributos monitoreados después de
la incubacion a 25 °C/60 % de HR durante 28 dias. Se han completado los
estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en condiciones de
almacenamiento aceleradas de -20 °C, 5 °C y 25 °C/60 % de HR.

Resultados del estudio de estabilidad frente al estrés del FDS H1H17139P

Los resultados del estudio de estabilidad en investigacion del analisis del FDS
C2P1 en condiciones de estrés de 40 °C/75 % de HR se proporcionan en la Tabla
61. Se observd un aumento de 0,9 % en las especies de HMW y de 0,4 % en las
especies de LMW por SE-UPLC; y se observé un aumento de 11,1 % en la
Regién 1 y una disminucién de 12,9 % en la Region 2 por CEX-UPLC. No se
observé ningun cambio significativo en otros atributos monitoreados. EI FDS
C2P1 mantuvo la potencia tras la incubacion a 40 °C/75 % de HR durante 28 dias.
Se han completado los estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en
condiciones de almacenamiento de estrés de 40 °C/75 % de HR.

Los resultados de estabilidad en investigacion del analisis del FDS C2P1 después
de las condiciones de agitacion y congelacion/descongelacion se proporcionan en
la Tabla 62. EI FDS C2P1 fue fisica y quimicamente estable cuando se agitd (en

vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos o cuando se sometié a 8
153



ciclos de congelacién/descongelacion (congelacién a -30 °C y descongelacion a
temperatura ambiente). No se observé ningun cambio apreciable en la estabilidad
fisica o quimica del H1H17139P en ninguno de los atributos monitoreados. Se
han completado los estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en
condiciones de agitacidén y congelacion/descongelacion.

Resultados del estudio de estabilidad en investigacion del almacenamiento a largo
plazo del FDS H1H17161P

En los estudios de estabilidad en investigacion, se determind que el FDS C2P1 es
fisica y quimicamente estable cuando se almacena a -80 °C y -30 °C (Tabla 63 y
Tabla 64). No se detecté ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o
quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Los estudios de estabilidad en
investigacion que examinan el FDS C2P1 en condiciones de almacenamiento a
largo plazo continuaran durante 84 meses.

Resultados del estudio de estabilidad acelerada del FDS H1H17161P

Los estudios de estabilidad en investigacion indicaron que el FDS C2P1 fue fisica
y quimicamente estable cuando se almacend a -20 °C durante 3 mesesy a 5 °C
durante 56 dias (Tabla 65 y Tabla 66). No se detectd ningun cambio apreciable en
la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados. Después
del almacenamiento a 25 °C/60 % de HR (Tabla 66) durante 28 dias, se observd
un aumento menor de 0,4 % en las especies de HMW por SE-UPLC. No se
observd ningun cambio significativo en otros atributos monitoreados después de
la incubacion a 25 °C/60 % de HR durante 28 dias. Se han completado los
estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en condiciones de
almacenamiento aceleradas de -20 °C, 5 °C y 25 °C/60 % de HR.

Resultados del estudio de estabilidad frente al estrés del FDS H1H17161P

Los resultados del estudio de estabilidad en investigacion del analisis del FDS
C2P1 en condiciones de estrés de 40 °C/75 % de HR se proporcionan en la Tabla
67. Se observd un aumento de 1,0 % en las especies de HMW y de 0,4 % en las
especies de LMW por SE-UPLC; y se observd un aumento de 14,4 % en la
Region 1 por CEX-UPLC. No se observé ningun cambio significativo en otros
atributos monitoreados. EI FDS C2P1 mantuvo la potencia tras la incubacién a
40 °C/75 % de HR durante 28 dias. Se han completado los estudios de
investigacion que examinan el FDS C2P1 en condiciones de almacenamiento de

estrés de 40 °C/75 % de HR.
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Los resultados de estabilidad en investigacion del analisis del FDS C2P1 después
de las condiciones de agitacion y congelacion/descongelacion se proporcionan en
la Tabla 68. EI FDS C2P1 fue fisica y quimicamente estable cuando se agitdé (en
vortex a temperatura ambiente) durante 120 minutos o cuando se sometio a 8
ciclos de congelacién/descongelacion (congelacién a -30 °C y descongelacion a
temperatura ambiente). No se observé ningun cambio apreciable en la estabilidad
fisica o quimica de H1H17161P en ninguno de los atributos monitoreados. Se han
completado los estudios de investigacion que examinan el FDS C2P1 en
condiciones de agitacidén y congelacion/descongelacion.

Conclusiones sobre la estabilidad

FDS H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P C2P1 y FDS H1H17161P C2P1
pueden soportar cada uno exposiciones cortas a la refrigeracidén, temperatura
ambiente y estrés por agitacion, y pueden congelarse y descongelarse sin
comprometer la estabilidad fisica o quimica de la proteina. Estos resultados
indican que el FDS H1H17203P C2P1, el FDS H1H17139P C2P1 y el FDS
H1H17161P C2P1 son estables durante la fabricacion del producto farmacéutico
(DP) combinado de tres anticuerpos. Debe evitarse la exposicion de FDS
H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P C2P1 y FDS H1H17161P C2P1 a
temperaturas superiores a la temperatura ambiente.

Condiciones de almacenamiento recomendadas

La temperatura de almacenamiento a largo plazo recomendada para FDS
H1H17203P C2P1, FDS H1H17139P C2P1y FDS H1H17161P C2P1 es -30 °C.
Tabla 51: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -80 °C

H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato
80, pH 6,0

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma
de 5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -80 °C (meses)

Formulacién

Contenedor/Cierre

Ensayo 0 1 3 6 9 12
— . |LEFV |LEFV |LEFV |LEFVP | LEFVP | LEFVP
Forma fisica / Condicion P P =
. < 6| < 6| < 6| < 6| < 6| < 6
Transparencia NTU |NTU |NTU |NTU |NTU |NTU
Color <BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4
pH 60 |60 |60 |61 6,0 6,0
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Formulacién

H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato
80, pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma
de 5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -80 °C (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12
Contenido total de
proteina por RP-UPLC |98,7 99,7 [98,7 |98,1 99,0 99,2
(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,9 |NR NR 95,9 NR 95,7
Ef?/f)“dora LMW 3.6 NR |NR |35 NR 4.0
MCE Pureza 91,1 NR NR 92.0 NR 92.1
reductora NGHC 7,2 NR NR 7,0 NR 7,2
(%) LMW 0,4 NR NR 0,2 NR 0,2
Pureza por | Principal | 99,1 99,1 [99,1 |99,1 99,1 99,1
SE-UPLC LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Andlisis de |Region1 34,7 |347 |345 |345 34,7 34,7
variantes de | Region2 |53,5 |53,5 |53,7 |53,6 54,0 54,0
carga por
CEX-UPLC |Regi6n3 [11,8 (118 |11,8 |11,9 11,3 11,3
(%)

Ensayo

de

. neutraliza | g NR NR 96 NR 104

Potencia cion de
relativa (%) | pseudovir

us

Ensayo

de ADCC | 80 NR NR 118 NR 91

CEX, intercambio catiénico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; HDPE,

polietileno de alta densidad; HMW, peso molecular alto; LEFVP,

liquido

esencialmente libre de particulas visibles; LMW, peso molecular bajo; MCE,

electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena pesada no glicosilada; NR, no

requerido por el protocolo; RP, fase inversa; SE, exclusién por tamano;

UPLC, cromatografia liquida de ultra rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos;

Tabla 52: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -30 °C
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Formulacién

H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,

pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de

5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -30 °C (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12
N . _|LEFV |LEFV |LEFVP |LEFVP |LEFVP | LEFVP

Forma fisica / Condicion P P
T ) < 6|< 6| < 6| < 6| < 6| < 6
ransparencia NTU |NTU |NTU |NTU |NTU |NTU
Color <BY4 | <BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6.1 6,0 6,0
Contenido total de
proteina por RP-UPLC | 98,7 [99,2 |98,0 98,3 99.0 99.6
(mg/ml)
MCE no|Pureza |959 |NR NR 96.0 NR 95.6
Ef?/f)“dora LMW 3.6 NR |NR 3.5 NR 4.1
MCE Pureza |91,1 |NR NR 91,1 NR 922
reductora NGHC 7,2 NR NR 7,3 NR 7,0
(%) LMW 0,4 NR NR 0,4 NR 0,2
Pureza por | Principal [99,1 [99,1 [99,1 99.1 99,1 99,1
SE-UPLC LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Andlisis de |Region1 |347 |348 |345 34,5 34,7 34,7
variantes de [Region 2 | 53,5 |53,5 |53,7 535 53.9 540
carga  por
CEX-UPLC |Regi6n3 [11,8 [11,8 |[11,8 12,0 11,4 11,3
(%)

Ensayo

de

. neutraliz | o NR NR 90 NR 106

Potencia acion de
relativa (%) | pseudo-

virus

EQTS%C 80 NR NR 101 NR 84

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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Tabla 53: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas a -20 °C

Formulacion H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,
pH 6,0
Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE
Duracion del almacenamiento a -20 °C (meses)
Ensayo 0 1 5 3
Forma fisica / Condicion | LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia <6 NTU <6 NTU <6 NTU <6 NTU
Color <BY4 <BY4 <BY4 <BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido  total de
proteina por RP-UPLC | 98,7 99,8 98,2 99,0
(mg/ml)
MCE  no | Pureza 95,9 NR NR 95,9
Ef?/f)“dora LMW 3,6 NR NR 3,4
MCE Pureza 91,1 NR NR 91,9
reductora | NGHC 7.2 NR NR 6,9
(0]
(%) LMW 0,4 NR NR 0,4
Pureza por | Principal 99.1 99,1 991 99,1
SE-UPLC | LMW 0,1 0,1 0,1 0,1
%
%) HMW 0,8 0,8 08 0,8
CEX- Regién 1 34,7 34,7 34,5 34,5
UPLC (%) |Region2 |53,5 53,5 53,8 53,6
Regién 3 11,8 11,8 11,7 11,9
Potencia Ensayo de
relativa neutralizac
(%) ion de | 90 NR NR 92
pseudovi-
rus
Ensayo de
ADCC 80 NR NR 102

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos;
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Tabla 54: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas

Formulacién H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,
pH 6,0
Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE
Almacenamiento a 5 Almacenamiento a
: o . 25°C/60 % de HR
Ensayo t=0 C (dias) (dias)
14 28 56 7 14 28
Forma fisica /| LEFVP | LEFV | LEF |LEF |LEFVP |LEF |LEFV
Condicion P VP VP VP |P
Transparencia < 6| 6| 6| 6= 6(|< 6[(< 6
NTU NTU NTU | NTU [ NTU NTU | NTU
Color <BY4 |<BY4 |, |S,. |<BY4 | |%
B B BY4 |BY4 |~ BY4 | BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 [6,0
Contenido total de 100
proteina por RP-UPLC | 98,7 98,2 0 ’199,0 |99,6 98,0 | 100,9
(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,9 NR NR 1955 |NR NR |95,5
Eﬁf)“dora LMW 36 |NR |NR |35 |NR |NR |38
MCE Pureza 91,1 NR NR (92,2 [NR NR [91,6
r?/dUCtora NGHC 7,2 NR NR [7,0 |[NR NR |7,1
(%) LMW 0,4 NR NR |[0,1 NR NR (0,5
Pureza Principal 99,1 99,1 99,0 199,0 | 99,0 98,9 | 98,8
por  SE-|LMW 0,1 0,1 01 |01 |01 0,1 [02
UPLC (%) [HMW 0,8 0,8 08 |09 [0)9 09 [1,1
CEX- Region 1 34,7 34,7 34,7 (34,4 | 34,6 34,9 | 35,5
UPLC (%) | Regién 2 53,5 53,6 53,6 [ 53,9 53,8 53,8 | 53,7
Region 3 11,8 11,7 11,7 | 11,7 | 11,6 11,3 1 10,9
Ensayo de
neutralizac
Potencia ion de | 90 NR NR |87 NR NR | 86
relativa pseudovi-
(%) rus
Ensayo de
ADCC 80 NR NR 142 |NR NR |98

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
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RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra
rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 55: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml — Efectos de condiciones de estrés

Formulacién H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, pH 6,0

Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos
gamma de 5 ml con cierre de HDPE

Almacenamiento a 40 °C/75 % de
Ensayo t=0 HR (dias)
7 14 28

Forma fisica / Condicion LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia <6 NTU <6 NTU <6NTU |[<6NTU
Color <BY4 <BY4 <BY4 < BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina
oor RP-UPLC (mg/ml)p 98,7 100,8 99,2 102,3
MCE  no | Pureza 95,9 NR NR 93,6
Eﬁf)ucmra LMW 3,6 NR NR 5,6
MCE Pureza 91,1 NR NR 91,5
rf/d“CtO"a NGHC 7,2 NR NR 6,9
(%) LMW 0,4 NR NR 0,4
Pureza por | Principal 99,1 98,8 98,4 97,5
SE-UPLC | LMW 0,1 0,2 0,3 0,5
(%) HMW 0,8 1,0 1,4 2,0
CEX- Regién 1 34,7 36,0 39,5 45,8
UPLC (%) | Region 2 53,5 52,7 49,8 43,8

Regién 3 11,8 11,3 10,7 10,4

Ensayo de
Potencia neutralizacion 90 NR NR 85
relativa de pseudovirus
% Ensayo de
(%) ADC% 80 NR NR 103

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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Tabla 56: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica de
formulacion H1H17203P C2P1 a 100 mg/ml - Efecto de la agitacion y la

congelacion y descongelacion

Formulacién H1H17203P a 100 mg/ml, 10 mM de L-
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v)
de polisorbato 80, pH 6,0
Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos
gamma de 5 ml con cierre de HDPE
Agitacié Congelacién/des
gitacion e
_ . con-gelacion
Ensayo t=0 (minutos) (ciclos)
60 120 4 8
Forma fisica / Condicion LEFVP | LEFVP | LEFVP | LEFVP | LEFVP
Transparencia < 6|< 6|< 6|< 6|< 6
NTU NTU NTU NTU NTU
Color <BY4 |<BY4 [<BY4 |[<BY4 |<BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina por
RP-UPLC (mg/ml) 98,7 100,2 |100,3 |99,7 100,2
MCE no | Pureza 95,9 NR 96,2 NR 95,9
reductora (%) ' mw 3,6 NR |34 NR |35
MCE reductora | Pureza 91,1 NR 91,5 NR 91,4
(%) NGHC 7.2 NR |73 NR |70
LMW 0,4 NR 0,2 NR 0,3
Pureza por SE- | Principal 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1
UPLC (%) LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
CEX-UPLC (%) | Region 1 34,7 34,8 34,7 34,8 34,8
Regién 2 53,5 53,5 53,6 53,5 53,5
Region 3 11,8 11,8 11,7 11,8 11,7
Ensayo de
. neutraliza- | g NR |89 NR |86
Potencia cion de
relativa (%) pseudovirus
Ensayo de
ADCC 80 NR 109 |NR 96

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad optica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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Tabla 57: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -80 °C

Formulacién

H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,

pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma
de 5 ml con cierre de HDPE

Ensayo

Duracion del almacenamiento a -80 °C (meses)

0 1 3 6 9 12
N LEFVP | LEFV |LEFVP |LEFV |LEFV |LEFV
Forma fisica / Condicion
P P P P
T . < 6| < 6| < 6| < 6| < 6| < 6
ransparencia NTU |NTU |[NTU |[NTU |NTU |NTU
Color <BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4
pH 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina
oor RP-UPLC (mg/ml) 94,4 93,8 |96,8 953 |97,0 |96,8
MCE no | Pureza 95,0 NR NR 952 |NR 94,9
reductora (%) | LMW 4,8 NR NR 4,7 NR 4.8
Pureza 95,6 NR NR 957 |[NR 95,7
MCE NGHC 3.4 NR |NR 34 |NR |35
reductora (%)
LMW 0,2 NR NR 0,2 NR 0,1
Pureza  por | Principal | 99,3 994 |99,3 99,3 (994 ]993
SE-UPLC LMW 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HMW 0,6 06 |06 06 |06 |06
Andlisis  de | Region 1 | 34,3 342 |342 329 (328 |34,1
variantes de | Region 2 | 62,1 62,2 |62,2 64,0 |64,0 |[62,2
carga por
g/E)X-UPLC Region 3 | 3,6 3,6 3,6 3,1 3,1 3,6
(o]
Potencia Ensayo de
relativa (%) | ADCC 92 NR NR 99 NR 91

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 58: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -30 °C
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Formulaciéon

H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,

pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma

de 5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -30 °C (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12
N iy LEFVP | LEFV |LEFV |LEFV |LEFV |LEFVP
Forma fisica / Condicion P P P P
. < 6| < 6| < 6| < 6| < 6| < 6
Transparencia NTU |NTU |NTU |NTU |NTU [NTU
Color <BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4
pH 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Contenido total de
proteina por RP-UPLC | 944 [942 |964 |959 |[962 |974
(mg/ml)
MCE no | Pureza 950 |NR NR 947 |NR 94,9
reductora (%) | LMW 4.8 NR NR 5,0 NR |49
Pureza 956 | NR NR 958 |NR 96,0
MCE NGHC |34 NR |NR |33 |NR |33
reductora (%)
LMW 0,2 NR NR 0,2 NR 0,1
pureza  por Principal |99,3 99,3 (99,3 |993 |99,3 |99,3
urez
SEUPLC (00 LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
HMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Andlisis  de |Region1 |34,3 342 |[342 [331 [328 |[34,2
variantes  de | Region 2 | 62,1 62,2 1622 [639 [641 |62,
carga por
g/E)X-UPLC Regiéon 3 | 3,6 3,6 3,6 3,0 3,1 3,8
(0]
Potencia Ensayo | g5 NR |NR |79 |NR |04
relativa (%) de ADCC

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 59: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas a -20 °C
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Formulacién H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,
pH 6,0

Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma
de 5 ml con cierre de HDPE
Duracion del almacenamiento a -20 °C (meses)

Ensayo 0 1 5 3

Forma fisica / Condicién LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP

Transparencia <6 NTU <6 NTU <6 NTU <6 NTU

Color <BY4 <BY4 <BY4 <BY4

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

Contenido total de

proteina por RP-UPLC | 944 94,7 94,4 96,8

(mg/ml)

MCE no | Pureza 95,0 NR NR 95,1

reductora | LMW 4,8 NR NR 4,8

(%) HMW 0,2 NR NR 0,2

MCE Pureza 95,6 NR NR 95,7

reductora | NGHC 3,4 NR NR 3,4

(%) LMW 0,2 NR NR 0,1

Pureza por | Principal 99,3 99,3 99,3 99,3

S:)E-UPLC LMW 0,1 0,1 0,1 0,1

%) HMW 0,6 0,6 0,6 0,6

CEX- Regidn 1 34,3 34,2 34,3 34,2

UPLC (%) | Region 2 62,1 62,2 62,1 62,2

Regién 3 3,6 3,6 3,6 3,6

Pote_ncia Ensayo de

relativa 92 NR NR 107

(%) ADCC

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad optica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 60: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas
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Formulacién

H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10 % (p/v)
de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de 5 ml
con cierre de HDPE

Almacenamiento a 5 °C

Almacenamiento a 25

Ensayo t=0 (dias) °C/60 % de HR (dias)
14 28 56 7 14 28
Forma fisica /|LEFV |LEFV |LEFV |LEFV |LEFV |LEFV |LEFV
Condicion P P P P P P P
Transparencia < 6|< 6|< 6| < 6|< 6| < 6|< 6
NTU |NTU |[NTU |NTU |[NTU |NTU [NTU
Color <BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 |<BY4 | <BY4
pH 6,0 59 6,1 6,0 6,1 6,0 6,0
Contenido total de
proteina por RP-|944 942 |947 [9955 |93,7 |94,7 |949
UPLC (mg/ml)
MCE no | Pureza [ 950 |NR NR 949 |[NR NR 94,8
reduc- LMW
tora (%) 4.8 NR NR 4.8 NR NR 5,1
MCE Pureza | 956 |NR NR 959 |NR NR 95,7
;e(‘{;‘)’to" NGHC |34 NR NR 32 NR NR 34
° LMW 0,2 NR NR 0,1 NR NR 0,2
Pureza | Princip
por SE- | al 99,3 (99,3 993 (99,2 [992 (991 [99,0
UPLC LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HvwWw |06 |o6 |07 |07 |07 [08 |09
CEX- Region
UPLC 1 343 | 34,1 34,1 34,1 33,9 (342 |347
. —
(%) 2Reg'°“ 621 |622 [622 |622 |622 |617 |61.1
:,'?eg'on 3.6 3,7 3,7 3.8 3.9 4.1 43
Potencia | Ensayo
relativa | de 92 NR NR 113 NR NR 100
(%) ADCC

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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Tabla 61: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml — Efectos de condiciones de estrés

Formulacion H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-
histidina, 10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v)
de polisorbato 80, pH 6,0

Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos
gamma de 5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a
Ensayo T=0 40 °C/75 % de HR (dias)
7 14 28

Forma fisica / Condicion LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia <6 NTU S6NTU [<6NTU [<6NTU
Color <BY4 < BY4 <BY4 <BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina por
RP-UPLC (ma/m) P POT 1 94 4 95,3 95,4 96,7
MCE no | Pureza 95,0 NR NR 92,3
reductora (%) [ MW 4.8 NR NR 6.8
MCE Pureza 95,6 NR NR 94,7
reductora (%) [ NGHC 3.4 NR NR 3.4

LMW 0,2 NR NR 0,7
Pureza  por | Principal 99,3 98,8 98,5 98,0
SE-UPLC (%) | LMW 0,1 0,2 0,3 0,5

HMW 0,6 1,0 1,2 1,5
CEX-UPLC Regién 1 34,3 36,3 39,3 454
(%) Regidén 2 62,1 59,0 55,6 49,2

Regién 3 3,6 4,7 5,1 5,5
Potencia Ensayo de
rolativa (%) | ADCC 92 NR NR 97

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 62: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica de
formulacion H1H17139P C2P1 a 100 mg/ml - Efecto de la agitacion y la

congelacion y descongelacién
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Formulacién

H1H17139P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10 %
(p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH

6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE

Agitacion (minutos)

Congelacién/descong

Ensayo t=0 elacioén (ciclos)
60 120 4 8
Forma fisica / Condicion | LEFVP | LEFVP | LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia < 6|<6NTU [s6NTU |<6NTU <6 NTU
NTU

Color <BY4 |<BY4 < BY4 <BY4 <BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido  total de
proteina por RP-UPLC | 94,4 94,0 94,4 94,4 94,9
(mg/ml)
MCE  no | Pureza 95,0 NR 95,0 NR 94,9
Eﬁf)ucmra LMW 48 |[NR |49 NR 48
MCE Pureza 95,6 NR 95,9 NR 95,8
rf/d“CtO"a NGHC 3,4 NR 3,3 NR 3,2
(%) LMW 0,2 NR 0,1 NR 0,2
Pureza por | Principal 99,3 99,3 99,3 99,3 99,4
SE-UPLC | LMmw 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
CEX-UPLC | Region 1 34,3 34,3 34,2 34,1 34,3
(%) Regién 2 62,1 62,1 62,2 62,2 62,1

Regién 3 3,6 3,6 3,7 3,7 3,6
Potencia Ensayo de 92 NR 120 NR 92

relativa (%) | ADCC

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad optica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamarfo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tabla 63: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -80 °C
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Formulaciéon

H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10 %
(p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80, pH

6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de 5
ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -80 °C (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12
Forma fisica / | LEFVP | LEFVP | LEFVP | LEFVP | LEFVP | LEFVP
Condicién
T ) < 6|< 6|< 6|< 6|< 6|< 6

ransparencia NTU |NTU |[NTU |NTU |[NTU |NTU
Color <BY3 |<BY3 |<BY3 |<BY3 |[<BY3 |<BY3
pH 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Contenido total de
proteina por RP-UPLC | 95,8 95,8 95,8 97,0 99,1 97,3
(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,7 NR NR 95,7 NR 95,6
E;S“Ctora LMW 39 |NR |NR |39 |NR |39
MCE Pureza 96,0 NR NR 96,2 NR 96,2
reductora | NGHC 3,5 NR NR 3,3 NR 3,5
(%) LMW 0,0 NR NR 0,0 NR 0,0
Pureza Principal 98,8 98,8 98,8 98,7 98,5 98,8
por SE- |LMW 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1
UPLC (%) | HMW 1.1 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1
Analisis Region 1 48,2 47,9 477 47,7 48,2 48,7
de . Regién 2 452 455 46,1 46,9 453 453
variantes
de carga »
por CEX- Regién 3 6,7 6,6 6,2 5,4 6,6 6,1
UPLC (%)

Ensayo de
Potencia neutraliza-
relativa cion de | 110 NR NR 137 NR 112
(%) pseudovir
us

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento
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Tabla 64: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml almacenada a -30 °C

H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
Formulacién % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,
pH 6,0

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE

Duracion del almacenamiento a -30 °C (meses)

Contenedor/Cierre

Ensayo

0 1 3 6 9 12
. . LEFVP | LEFVP | LEFV | LEFVP | LEFVP | LEFV
Forma fisica / Condicién P P

< 6|< 6|< 6|< 6|< 6|< 6
NTU NTU NTU NTU NTU NTU
Color <BY3 [<BY3 |<BY3 |<BY3 [<BY3 |<BY3
pH 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Contenido  total de
proteina por RP-UPLC | 95,8 95,8 95,8 96,8 99,4 97,5

Transparencia

(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,7 NR NR 95,7 NR 95,7
Eﬁ/f)”"tora LMW 3.9 NR NR |39 NR 3.9
MCE Pureza 96,0 NR NR 96,1 NR 96,2
reductora | NGHC 3,5 NR NR 3,4 NR 3,3
(%) LMW 0,0 NR NR 0,0 NR 0,0
Pureza Principal 98,8 98,8 98,8 |98,7 98,5 98,8
por SE- | LMW 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
UPLC (%) | HMW 1.1 1.1 1.1 1.1 1.2 11
Andlisis | Region 1 48,2 48.0 47,7 | 47,6 48,3 48.9
de Regidn 2 45,2 45.4 46,2 | 47,1 45,1 45 1
variantes
de carga .
por CEX- | Region 3 6,7 6,6 6,2 53 6,6 6,0
UPLC (%)

. Ensayo de
Pote_nC|a neutraliza-
relativa it de | 110 NR NR 132 NR 106
(%) cion . e

pseudovirus

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra
rendimiento
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Tabla 65: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas a -20 °C

Formulaciéon

H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con
gamma de 5 ml con cierre de HDPE

rayos

Ensayo

Duracion del almacenamiento a -20 °C (meses)

0 1 2 3

Forma fisica / Condicion LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia <6 NTU <6 NTU <6 NTU <6 NTU
Color <BY3 <BY3 <BY3 <BY3
pH 6,0 6,0 6,0 6,1
Contenido total de proteina
sor RP-UPLC (g /m|§) 95,8 96,3 95,9 95,6
MCE no | Pureza 95,7 NR NR 95,6
reductora (%) | LMW 39 NR NR 3,9
MCE Pureza 96,0 NR NR 95,9
reductora (%) | NGHC 3,5 NR NR 3,7

LMW 0,0 NR NR 0,0
Pureza  por | Principal 98,8 98,8 98,7 98,8
SE-UPLC (%) | LMW 0,1 0,1 0,2 0,1

HMW 1,1 1,1 1,1 1,1
CEX-UPLC Regién 1 48,2 47,8 47,7 47,8
(%) Regién 2 452 455 46,1 46,0

Region 3 6,6 6,7 6,2 6,2
Potencia Ensayo de
relativa (%) n_e’utrallza- 110 NR NR 126

cion de

pseudovirus

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad optica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento

Tabla 66: Estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml — Efecto de condiciones aceleradas
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Formulacién

H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,

pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE

Almacenamiento a 5

Almacenamiento a
25°C/60 % de HR

Ensayo t=0 °C (dias) (dias)
14 28 56 7 14 28
Forma fisica / Condicion | LEFV | LEFV | LEFV | LEFV | LEFV | LEFV | LEF
P P P P P P VP
Transparencia < 6|< 6|< 6| 6| 6| 6| 6
NTU NTU [NTU [NTU [NTU |[NTU |[NTU
Color < < < < < <
<BY3
BY3 [(BY3 |BY3 |BY3 |BY3 |BY3
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido  total de
proteina por RP-UPLC | 95,8 97,2 |97,1 96,9 |951 |97,2 |96,7
(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,7 NR NR 95,5 [NR NR 95,1
reductora LMW
(%) 3,9 NR NR 3,9 NR NR 4,0
MCE Pureza 96,0 NR NR 96,1 |NR NR 95,7
r‘;dUCtora NGHC 3,5 NR [NR |34 |NR |NR |35
(%) LMW 0,0 NR NR 0,0 NR NR 0,1
Pureza por | Principal 98,8 98,8 |98,7 |985 |98,6 |98,5 |98,3
SE-UPLC | LMW 0,1 0,1 02 |02 |02 |02 |02
(%) HMW 1,1 1,1 1,2 |13 |12 |14 |15
CEX-UPLC | Regién 1 48,2 48,1 |48,4 [48,0 (49,0 |49,3 |50,1
(%) Region 2 45,2 453 (44,9 [(456 (44,3 |43,6 |[4238
Region 3 6,6 6,7 6,8 6,4 6,6 7,0 7.1
Ensayo de
Potencia n.e’utraliza—
! cion de | 110 NR NR 108 NR NR 111
relativa (%) :
pseudoviru
S

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad optica;

RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafno; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento
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Tabla 67: Estabilidad en investigaciéon de la sustancia farmacéutica formulada
H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml — Efectos de las condiciones de estrés

Formulacion H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de
polisorbato 80, pH 6,0
Contenedor/Cierre Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma
de 5 ml con cierre de HDPE
Duracion del almacenamiento a
Ensayo T=0 40 °C/75 % de HR (dias)
7 14 28
Forma fisica / Condicion LEFVP LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia <6 NTU S6NTU |<6NTU |<6NTU
Color <BY3 <BY3 <BY3 <BY3
pH 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina
por RP-UPLC (mg/ml) 95,8 97,0 96.4 94
MCE no | Pureza 95,7 NR NR 93,0
E%”Ctora LMW 3,9 NR NR 5,7
MCE Pureza 96,0 NR NR 95,0
rff/dUCtora NGHC 3,5 NR NR 35
(%) LMW 0,0 NR NR 0,4
Pureza por | Principal 98,8 98,2 97,9 97,4
SE-UPLC LMW 0,1 0,2 0,3 0,5
(%) HMW 1,1 1,5 1,8 2,1
CEX-UPLC | Region 1 48,2 52,1 56,2 62,6
(%) Region 2 45,2 40,5 36,4 30,3
Region 3 6,6 7,4 7,4 7,1
Ensayo de
Potencia neutralizacion
relativa (%) | de 110 NR NR 114
pseudovirus

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo
de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso
molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,
peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena
pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; DO, densidad 6ptica;
RP, fase inversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra

rendimiento
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Tabla 68: Estabilidad en
formulacion H1H17161P C2P1 a 100 mg/ml - Efecto de la agitacion y la

congelacion y descongelacion

investigacion de

la sustancia farmacéutica de

Formulaciéon

H1H17161P a 100 mg/ml, 10 mM de L-histidina, 10
% (p/v) de sacarosa, 0,1 % (p/v) de polisorbato 80,

pH 6,0

Contenedor/Cierre

Vial de policarbonato irradiado con rayos gamma de
5 ml con cierre de HDPE

Agitacion

Congelacién/desc

Ensayo t=0 (minutos) ?ggg;?mon
60 120 4 8
Forma fisica / Condicion 0 0 0 0 0
Transparencia <6 NTU <S6NTU | =< < 6|< 6
NTU NTU NTU
Color <BY3 <BY3 <BY3 <BY3 <BY3
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 59
Contenido total de
proteina por RP-UPLC | 95,8 96,5 94,0 96,2 96,2
(mg/ml)
MCE no | Pureza 95,7 NR 95,8 NR 95,7
oo o [Lww 3,9 NR 38 |NR |38
MCE Pureza 96,0 NR 96,2 NR 96,1
r‘;d“Ctora NGHC 3,5 NR 3,4 NR 3,4
(%) LMW 0,0 NR 0,0 NR 0,0
Pureza por | Principal 98,8 98,8 98,8 98,8 98,8
SE-UPLC LMW 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
(%) HMW 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
CEX-UPLC | Region 1 48,2 48,7 48,6 48,6 48,6
(%) Regién 2 45,2 44,9 44,9 44,9 44,8
Regién 3 6,6 6,5 6,5 6,6 6,6
Ensayo de
Potencia neutraliza-
N cion de | 110 NR 114 NR 115
relativa (%) :
pseudoviru
S

CEX, intercambio cationico; FDS, sustancia farmacéutica formulada; FDG, grupo

de desarrollo de formulaciones; HDPE, polietileno de alta densidad; HMW, peso

molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas visibles; LMW,

peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip; NGHC, cadena

pesada no glicosilada; NR, no requerido por el protocolo; RP, fase inversa;

SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra rendimiento
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Ejemplo 11: Estudios de estabilidad en investigacion de la sustancia farmacéutica
formulada para la coformulacion de DP H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P
C2P1

Se realizaron estudios de estabilidad en investigacion para evaluar las
condiciones de almacenamiento a largo plazo, aceleradas y de estrés para el DP
C2P1 combinado fabricado para el uso en la investigacion y el desarrollo. Seis
meses de datos de estabilidad de investigacion estan disponibles en condiciones
de almacenamiento a largo plazo de 5 °C, 6 meses en condicion acelerada de
25 °C/60 % de HR. Se han completado los estudios que examinan las condiciones
de estrés de 3 meses a 40 °C/75 % de HR, agitacibn y congelaciéon y
descongelacion.

La Tabla 69 describe todos los estudios de estabilidad que examinan el DP C2P1
combinado. El plan de andlisis, los criterios de aceptacién preliminares y el plan
de obtencion de muestras para las muestras de estabilidad se proporcionan en la
Tabla 70.

Los estudios de estabilidad continuaran durante todo el protocolo de estabilidad,
como se presenta en la Tabla 69. Las muestras se analizaron siguiendo el plan de
analisis descrito en la Tabla 70.

Tabla 69: Resumen de los estudios de estabilidad del producto farmacéutico

combinado
Tipo de | Concentra- | Cierre del | Condiciones de | Duracion | Datos
estudio cion contenedor | almacenamiento | del disponibles
(mg/ml) estudio
Investiga- | 100 Vial de |5°C 84 6 meses
cion vidrio  de meses
USP/EP de | 25 °C/60 % de | 12 6 meses
20 ml con | HR meses
tapon  de | 40 °C/75 % de 3 meses | 3 meses
butilo HR
recubierto | Agitacion 120 120
con minutos | minutos

FluroTec y | Congelacion vy

sello  de | descongelacion
apertura

facil
DP, producto farmacéutico; USP, Farmacopea de los Estados Unidos; EP,

8 ciclos | 8 ciclos

Farmacopea Europea; HR, humedad relativa

Tabla 70: Plan de analisis para estudios de estabilidad en investigacion del
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producto farmacéutico

Ensayo Muestras de investigacion a analizar
Forma fisica / Condicion Todas las muestras
Transparencia Todas las muestras
Color Todas las muestras
pH Todas las muestras

Contenido total de proteina (RP-
UPLC)

Todas las muestras

Pureza por MCE reductora
a. % de Pureza

b. % de NGHC

c. % de LMW

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

3y 6 meses a25°C/60 % de HR; 1y 3
meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelacion/descongelacion

Pureza por MCE no reductora
a. % de Pureza

b. % de LMW

c. % de HMW

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

3y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelacion/descongelacion

Pureza por SE-UPLC

a. % de Pureza del pico principal
b. % de LMW

c. % de HMW

Todas las muestras

Analisis de variantes de carga por
CEX-UPLC

a. % de Region 1c

b. % de Region 2c

c. % de Region 3c

d. % del Pico principal HIH17203P
e. % del Pico principal H1H17139P
f. % del Pico principal HIH17161P

Todas las muestras

Potencia: Ensayo de ADCC

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

3y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelaciéon/descongelacion

Potencia: Ensayo de neutralizacion
de pseudovirus

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

3y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelacion/descongelacion
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Ensayo Muestras de investigacién a analizar
T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

Material particulado (oscurecimiento | 3 y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
de la luz) meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelacion/descongelacion

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

Material particulado (MFI) 3y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
2um<x <10 um meses a 40 °C/75 % de HR
Muestras de agitacion y

congelaciéon/descongelacion

T=0,6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
meses a 5 °C;

3y 6 meses a 25 °C/60 % de HR; 1y 3
meses a 40 °C/75 % de HR

Muestras de agitacion y
congelacion/descongelacion

A2so, absorbancia a 280 nm; CEX, cromatografia de intercambio cationico; EU,

Polisorbato 80

unidades de endotoxina; HC, cadena pesada; HMW, peso molecular alto; LC,
cadena ligera; LMW, peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con
microchip; MFI: Micro-Flow Imaging™; N/A, no aplicable; NGHC, cadena pesada
no glicosilada; Ph. Eur., Farmacopea Europea; HR, humedad relativa; SE-UPLC,
cromatografia liquida de ultra alto rendimiento de exclusién por tamano; USP,
Farmacopea de los Estados Unidos
Resultados del estudio de estabilidad a largo plazo
En el estudio de estabilidad a largo plazo en investigacion, el DP combinado fue
fisica y quimicamente estable cuando se almacend a 5 °C durante todo el periodo
de evaluacion (Tabla 71). No se detectd ningun cambio apreciable en la
estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos monitoreados después de
6 meses a 5 °C. El estudio de estabilidad en investigacion que examina el DP en
condicion de almacenamiento a largo plazo continuara durante 84 meses.
Resultados del estudio de estabilidad acelerada
Los resultados del estudio de estabilidad en investigacién del analisis del DP en
condicion acelerada de 25 °C/60 % de HR se proporcionan en la Tabla 72.
Durante todo el periodo de evaluacién de 6 meses, se observaron aumentos de
0,9 % en especies de HMW y 0,3 % en LMW por SE-UPLC. Se observé una
reduccion de 2,0 %, 3,1 % y 5,1 % en los picos principales correspondientes a
H1H17203P, H1H17139P y H1H17161P, respectivamente, por CEX-UPLC. EI DP
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mantuvo la potencia tras la incubacion a 25 °C/60 % de HR durante 6 meses. El
nivel de particulas subvisibles, segun lo determinado por el HIAC, estuvo dentro
de los criterios de aceptacion. No se observé ningun cambio significativo en otros
atributos monitoreados. Se han completado los estudios de investigacion que
examinan el DP en condiciones de almacenamiento aceleradas de 25 °C/60 % de
HR.

Resultados del estudio de estabilidad frente al estrés

Los resultados del estudio de estabilidad en investigacion del analisis del DP en
condiciones de estrés de 40 °C/75 % de HR se proporcionan en la Tabla 72.
Durante todo el periodo de evaluaciéon de 3 meses, se observaron aumentos de
3,0 % en HMW vy 1,3 % en LMW por SE-UPLC; se observaron reducciones en la
pureza de 3,8 % o 7,8 % y aumentos en las especies de LMW de 1,8 % 0 6,4 %
por MCE reductora o no reductora, respectivamente; y se observaron reducciones
de 9.3 %, 11,5 % y 11,4 % en los picos principales correspondientes al
H1H17203P, el H1H17139P y el H1H17161P, respectivamente, por CEX-UPLC.
El DP mantuvo la potencia segun lo determinado por el ensayo de neutralizacion
de pseudovirus. EI DP mantuvo la potencia después de la incubacion a
40 °C/75 % de HR durante 28 dias, pero mostrdé una potencia reducida después
de la incubacién durante 3 meses, segun lo determinado por el ensayo de ADCC.
El nivel de particulas subvisibles, segun lo determinado por el HIAC, estuvo
dentro de los criterios de aceptacion. No se observd ningun cambio significativo
en otros atributos monitoreados. Se han completado los estudios de investigacion
que examinan el DP en condicién de almacenamiento de estrés de 40 °C/75 % de
HR.

Los resultados de estabilidad en investigacion del analisis del DP después de las
condiciones de agitacion y congelacion/descongelaciéon se proporcionan en la
Tabla 73. El DP fue fisica y quimicamente estable cuando se agité (en vortex a
temperatura ambiente) durante 120 minutos o cuando se someti6é a 4 ciclos de
congelacion/descongelacion (congelacion a -30 °C y descongelacion a
temperatura ambiente). No se observd ningun cambio significativo en la
estabilidad fisica o quimica del DP en ninguno de los atributos monitoreados. Se
han completado los estudios de investigacion que examinan el DP en condiciones
de agitacion y congelacién/descongelacion.

Conclusiones sobre la estabilidad
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El almacenamiento recomendado para el DP combinado es de 2 °C a 8 °C. Los
datos de los estudios de estabilidad del DP demuestran que el producto
permanecera estable cuando se almacene de 2 °C a 8 °C.

Tabla 71: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico coformulado
H1H17203P-H1H17139P-H1H17161P a 100 mg/ml, almacenado a 5 °C

Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml,
H1H17139P a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3 mg/ml, en
Formulacion una solucion amortiguada acuosa, pH 6,0, que contiene
10 mM de L-histidina, 10 % (p/v) de sacarosa y 0,1 % (p/v)
de polisorbato 80

20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato tipo 1;

Cierre del | tapdn de butilo con un solo orificio de ventilacidon
contenedor recubierto con FluroTec® de 20 mm; sello Flip-Off® de 20
mm

Condiciones de|5°C
almacenamiento

Duracion del almacenamiento
Ensayo (meses)
T=0 |1 3 6
Forma fisica / Condicion :;,EFV II;,EFV LEFVP | LEFVP
T . < 6| 6= 6|< 6
ransparencia NTU |NTU |NTU |NTU
Color <BY4 | <BY4 | <BY4 <BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de proteina por RP-UPLC 985 |984 97.3 96.6
(mg/ml)
Polisorbato 80 (% p/v) 0,09 |NR NR 0,09
% de Potencia | ADCC 89 NR NR 95
relativa POr | Neutralizacion de
bioensayo pseudovirus 105 |AR NR 120
Pureza 944 | NR NR 94,7
MCE reductora (%) | NGHC 47 NR NR 4,5
LMW 0,1 NR NR 0,2
MCE no reductora | Pureza 954 NR NR 95,6
(%) LMW 41 NR NR 4,0
Principal 99,1 99,0 98,8 98,8
SE-UPLC (%) LMW 0,1 0,1 0,1 0,1
HMW 0,9 0,9 1,2 1,1
Andlisis de | Regién 1C 10,9 10,8 11,0 11,5
variantes de carga | Region 2C 13,3 13,2 13,3 13,5
por CEX-UPLC | Regién 3C 18,4 18,4 18,0 18,6
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Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml,
H1H17139P a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3 mg/ml, en
Formulacién una solucion amortiguada acuosa, pH 6,0, que contiene
10 mM de L-histidina, 10 % (p/v) de sacarosa y 0,1 % (p/v)
de polisorbato 80

20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato tipo 1;

Cierre del | tapén de butilo con un solo orificio de ventilacion
contenedor recubierto con FluroTec® de 20 mm; sello Flip-Off® de 20
mm

Condiciones de|5°C
almacenamiento

Duracion del almacenamiento
Ensayo (meses)
T=0 |1 3 6
(%) H1H17203P 193 194 [194 |192
Principal
i1 7139P 211 [212 [214  |209
rincipal
H1H17161P 170 169 |172 |164
Principal
Material 210 um 39 NR NR 5
particulado
(oscurecimiento de
la luz) | 2 25 um 15 NR NR 0
(particulas/contene
dor)
Material
particulado (MFI) | 2a 10 um 195 NR NR 90
(particulas/ml)

HMW, peso molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas
visibles; LMW, peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, Micro-Flow Imaging™; NGHC, cadena pesada no glicosilada; SE, exclusion
por tamano; UPLC, cromatografia liquida de wultra alta presién; CEX,
cromatografia de intercambio catiénico; RP, fase inversa; ADCC, citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpos; NR, no requerido
Tabla 72: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico coformulado

H1H17203P-H1H17139P-H1H17161P a 100 mg/ml, almacenado a 25 °C/60 % de
HR 'y 40 °C/75 % de HR
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Formula- Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml, H1H17139P
cion a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3 mg/ml, en una solucion
amortiguada acuosa, pH 6,0, que contiene 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa y 0,1 % (p/v) de polisorbato 80
Cierre del | 20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato tipo 1; tapon
contenedor | de butilo con un solo orificio de ventilacion recubierto con
FluroTec® de 20 mm; sello Flip-Off® de 20 mm
Ensayo Almacenamiento a 25| Almacenamiento a
T - °C/60 % de HR (meses) |40 °C/75 % de HR
0 - (meses)
0,5 |1 3 6 0,2 {05 |1 3
5
E‘;ﬂf‘cién fisica /1) EF |LEF |LEF |LEF |LEF 'E\E/ t\E/ LEF t\E/
VP |VP |[VP |VP |VP P P VP P
Transparencia < 6| 6| 6| 6|< 6|<6|<6|<6|<6
NTU | NT | NTU [NT |NT |NT [NT [NT |NT
U U U U U U U
coler s s fs fs s R IBy s |Gy
BY4 | BY4 | BY4 |BY4 |BY4 4 4 BY4 4
pH 60 [60 |60 |60 [60 |6,0 |60 |60 |6,0
Contenido total de 98 | 98 9%
proteina por RP-UPLC | 98,5 | 98,7 | 98,2 | 96,9 | 96,1 > ’ 3 98,8 8 ’
(mg/ml)
1 o)
Polisorbato 80 (% pV) | 5 59 |NR |NR |0,09|0,09|NR | NR | 0,09 8’0
% de | ADCC 89 NR [NR [93 |82 |[NR |[NR |83 (45
Potencia Neutra-
relativa por | lizacidon
bioensayo | de 105 |[NR |[NR |112 [124 |[NR [NR [ 101 |99
pseudo-
virus
MCE Pureza 1944 [NR [NR |932|937|NR [NR | 937 |29
reductora 6
(%) NGHC 47 |NR [NR |44 |46 [NR [NR [46 |52
LMW 0,1 NR [NR [0,3 [{0,7 |[NR [NR |05 |19
MCE ~ no|Pureza g5, INR |NR [94,2|934 |NR |NR | 93187
reductora 6
0,
(%) LMW 4.1 NR |NR (49 |55 |[NR |[NR |6,0 ;O’
SE-UPLC | Principal 98, |98, 94,
(%) 99,1 [98,9|98,7 {98,2]97,8|6 3 97,7 | 7
LMW 0,1 01 (0,2 |03 [04 |[0,2 |03 |05 |14
HMW 0,9 1,1 |12 |16 (18 [13 |14 [18 |39
Analisis de | Regidn 11, | 12, 20,
variantes 10 10,9 [ 10,8 | 11,0 | 12,2 | 141 7 6 14,7 9
de carga | Regioén 14, | 15, 25,
por CEX-| 2C 13,3 | 13,3 13,7 | 15,1 | 16,8 5 2 18,1 0
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Formula- Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml, H1H17139P
cion a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3 mg/ml, en una solucion
amortiguada acuosa, pH 6,0, que contiene 10 mM de L-histidina,
10 % (p/v) de sacarosa y 0,1 % (p/v) de polisorbato 80

Cierre del | 20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato tipo 1; tapon
contenedor | de butilo con un solo orificio de ventilacion recubierto con
FluroTec® de 20 mm; sello Flip-Off® de 20 mm

Ensayo Almacenamiento a 25| Almacenamiento a
T = °C/60 % de HR (meses) |40 °C/75 % de HR
0 B (meses)
0,5 |1 3 6 0,2 {05 |1 3
5
UPLC (%) | Region 19, | 20, 28,
30 18,4 | 18,6 | 19,0 | 19,8 | 22,0 6 2 23,1 9
H1H172
03P 19,3 [ 19,5 19,4 | 187 (17,3 |18 [18 45910
. 8 0 0
Principal
H1H171 20. | 19
39P 21,1 121,2120,9 | 19,6 | 18,0 0’ O, 16,5 9,6
Principal
H1H171 15 | 14
61P 17,0 | 16,5]16,0 | 14,7 | 11,9 4’ 1’ 11,7 | 5,6
Principal
g"aarifcr:]‘;do >10pm |39 |NR |NR |10 |10 |NR |[NR [131 |12
(oscurecimi
en-to de la
'(‘:)fa)mculas/ >25um |15 |NR [NR |0 |0 |[NR|[NR |0 |5
con-
tenedor)
Material
particulado
(MFI) 2ma 10 195 |[NR |NR [450 | 275 |NR |NR | 637 ;10
(particulas/ H
ml)

HMW, peso molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas
visibles; LMW, peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, Micro-Flow Imaging™; NGHC, cadena pesada no glicosilada; SE, exclusion
por tamano; UPLC, cromatografia liquida de wultra alta presién; CEX,
cromatografia de intercambio catidnico; ADCC, citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos; NR, no requerido

Tabla 73: Estabilidad en investigacion del producto farmacéutico coformulado
H1H17203P-H1H17139P-H1H17161P - Efecto de la agitacion y congelacion y

descongelacion
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Formulacion

Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml,
H1H17139P a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3
mg/ml, en una solucién amortiguada acuosa, pH
6,0, que contiene 10 mM de L-histidina, 10 % (p/v)
de sacarosa y 0,1 % (p/v) de polisorbato 80

Contenedor/Cierre

20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato
tipo 1; tapén de butilo con un solo orificio de
ventilacion recubierto con FluroTec® de 20 mm;

sello Flip-Off® de 20 mm

Agitacion (minutos)

Congelacién/descon

Ensayo T=0 gela-cién (ciclos)
60 120 4 8
Forma fisica / Condicion | LEFVP | LEFVP | LEFVP LEFVP LEFVP
Transparencia < 6|< 6| <6 NTU <6NTU |<6NTU
NTU NTU
Color <BY4 |<BY4 |<BY4 <BY4 <BY4
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Contenido total de
proteina por RP-UPLC | 98,5 98,4 98,6 98,8 97,6
(mg/ml)
Polisorbato 80 (% p/v) 0,09 NR 0,09 0,09 0,09
% de | ADCC 89 NR 102 85 87
Potencia Neutraliza-
relativa por | cion de
bioensayo pseudovi- 105 NR 119 123 119
rus
MCE Pureza 94,4 |NR 94,9 95,0 94,5
roouctora INGHC — [47  [NR (43 4,2 47
(%) LMW 0,1 NR 0,2 0,2 0,1
MCE no | Pureza 95,4 NR 95,4 95,4 95,4
Ef?/f)ucmra LMW a1 |NR 140 4,2 42
Pureza por | Principal 99,1 99,1 99,1 99,1 99,0
SE-UPLC | LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(%) HMW 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Analisis de | Region 1C | 10,9 10,8 10,9 10,9 10,4
variantes de | Regién 2C | 13,3 13,2 13,2 13,3 13,3
%aéiauprgr Regién 3C | 18,4 18,4 18,4 18,5 18,4
%) EL%;ZSS" 193 [194 [194 194  |194
DTS o1 212|212 212|213
rincipal
HTR17161 1476 1169|170 16,7 17,2
P Principal
Material =210 um 39 NR 102 39 53
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Formulacién Proteinas recombinantes H1H17203P a 33,3 mg/ml,
H1H17139P a 33,3 mg/ml y H1H17161P a 33,3
mg/ml, en una solucién amortiguada acuosa, pH
6,0, que contiene 10 mM de L-histidina, 10 % (p/v)
de sacarosa y 0,1 % (p/v) de polisorbato 80
Contenedor/Cierre 20 ml USP/Farm. Eur. Vial de vidrio de borosilicato
tipo 1; tapén de butilo con un solo orificio de
ventilacion recubierto con FluroTec® de 20 mm;
sello Flip-Off® de 20 mm

Agitacion (minutos)

Congelacién/descon
gela-cion (ciclos)
60 120 4 8

Ensayo T=0

particulado | =25 um
(oscurecimi
ento de la 15 NR 5 0 0
luz)
(particulas/c
ontenedor)
Material
particulado
(MFI) 2a10um | 195 NR 372 534 494
(particulas/
ml)

HMW, peso molecular alto; LEFVP, liquido esencialmente libre de particulas

visibles; LMW, peso molecular bajo; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, Micro-Flow Imaging™; NGHC, cadena pesada no glicosilada; SE, exclusion
por tamano; UPLC, cromatografia liquida de wultra alta presién; CEX,
cromatografia de intercambio catidnico; ADCC, citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos; NR, no requerido

Secuencias de anticuerpos

La Tabla 74 expone los identificadores de secuencias de aminoacidos de las
regiones variables de cadena pesada y ligera y las CDR de anticuerpos antivirus
del Ebola seleccionados. La Tabla 75 proporciona identificadores de secuencia
para secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera de longitud completa.

Tabla 74: Identificadores de secuencias de aminoacidos

SEQ ID NO:
gss'gnac'on HCV |HCD |HCD |HCD |LCV |LCD |LCDR || prs
. R R1 R2 |R3 |R R1 2
anticuerpo
H1H17203P | 2 4 6 8 10 12 14 16
H1H17139P | 20 22 24 26 28 30 32 34
H1H17161P | 38 | 40 42 |44 46 | 48 50 52
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ligera de longitud completa

Tabla 75: Identificadores de secuencia para secuencias de cadena pesada y

SEQ ID NO:
Designacién | Cadena Cadena
de pesada de | ligera de
anticuerpo longitud longitud
completa completa
Aminodcido Aminodcido
H1H17203P | 17 18
H1H17139P | 35 36
H1H17161P | 53 54

La presente divulgacion no debe limitarse en el alcance por las modalidades
especificas descritas en la presente descripcion. De hecho, varias modificaciones
de la invencidon ademas de las descritas en la presente descripcidon seran
evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y las
figuras adjuntas. Se pretende que dichas modificaciones queden comprendidas

dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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