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FORMULACIONES DE ANTICUERPOS ANTI PROTOFIBRILLAS AP DE ALTA
CONCENTRACION Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio
de prioridad de la Solicitud Provisional de EE.UU.
N.° 62/992,746, presentada el 20 de marzo de 2020, y la
Solicitud Provisional de EE.UU. N.° 63/027,263, presentada
el 19 de mayo de 2020; cuyo contenido se incorpora en el
presente documento por referencia en su totalidad.

[0002] La enfermedad de Alzheimer (EA) es un
trastorno neurodegenerativo progresivo de etiologia
desconocida y la forma méds comiun de demencia entre las
personas mayores. En 2006, hubo 26.6 millones de casos de EA
en el mundo (intervalo: 11.4-59.4 millones) (Brookmeyer, R.,
et al., Forecasting the global burden of Alzheimer's Disease.
Alzheimer Dement. 2007; 3:186-91), mientras gque mas de 5
millones de personas en los Estados Unidos supuestamente
vivian con EA (2010 Alzheimer's disease facts and figures.
Alzheimer Dement. 2010;6:158-94). Para el afio 2050, se prevé
que la prevalencia mundial de la EA aumente a 106.8 millones
(intervalo: 47.2 - 221.2 millones), mientras que solo en los
Estados Unidos se estima que la prevalencia sea de 11 a 16
millones. (Brookmeyer, anteriormente, y 2010 Alzheimer's
disease facts and figures, anteriormente).

[0003] La enfermedad generalmente implica un
deterioro global de 1la funcidn cognitiva que avanza
lentamente y deja a los sujetos en estadio terminal postrados
en cama. Los sujetos con EA tipicamente sobreviven solo de
3 a 10 afios después del inicio de los sintomas, aungque se
conocen extremos de 2 y 20 afos. (Hebert, L.E., et al.,

Alzheimer disease 1in the ©U.S. population: prevalence
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estimates using the 2000 census. Arch Neurol. 2003; 60:1119-
1122). La EA es la séptima causa principal de todas las
muertes en los Estados Unidos y la quinta causa principal de
muerte en estadounidenses mayores de 65 afios, a pesar del
hecho de que la mortalidad debida a 1la EA estd muy
subestimada porque los certificados de defuncidén rara vez
atribuyen la causa de la muerte a la EA. (2010 Alzheimer's
disease facts and figures, anteriormente).

[0004] Histoldgicamente, la enfermedad se
caracteriza por ©placas neuriticas, que se encuentran
principalmente en la corteza de asociacidén, el sistema
limbico y los ganglios basales. El componente principal de
estas placas es el péptido beta amiloide (AR). AR existe en
diversos estados conformacionales: mondémeros, oligdémeros,
protofibrillas y fibrillas insolubles. Se desconocen 1los
detalles de la relacidén mecédnica entre el inicio de la
enfermedad de Alzheimer y la produccién de AB. Sin embargo,
algunos anticuerpos anti AP se encuentran actualmente en
estudio clinico como posibles agentes terapéuticos para la
enfermedad de Alzheimer.

[0005] Los anticuerpos anti AR y otras proteinas
pueden administrarse a sujetos ©por via 1intravenosa,
subcuténea, intramuscular y otros medios. La posologia y/o
la forma farmacéutica de un anticuerpo pueden presentar
muchos desafios para el desarrollo de wuna formulacidn
farmacéutica adecuada. Por ejemplo, a altas concentraciones
de anticuerpos, la estabilidad del anticuerpo puede ser
problemdtica debido a la formacién de agregados o
fragmentacidén entre proteinas. Generalmente, la agregaciédn

aumenta con el aumento de las concentraciones de anticuerpos.
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Ademas, las formulaciones de anticuerpos de alta
concentracioén requieren altas concentraciones de
estabilizadores y otros excipientes para lograr la
estabilidad y semivida de la proteina a largo plazo. Las
formulaciones de anticuerpos de alta concentracidn también
suelen ser viscosas, lo que complica potencialmente la
fabricacién y la administracién de la formulacién
farmacéutica.

[0006] En el presente documento se proporcionan
formulaciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo anti
protofibrillas AB aislado o fragmento del mismo que se une
a la protofibrilla AB. En el presente documento también se
proporcionan formulaciones farmacéuticas que comprenden 80-
300 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas AB aislado o
fragmento del mismo que se une a la protofibrilla AB, en
donde el anticuerpo es BAN2401 (también conocido como
lecanemab) . Se ha encontrado que las formulaciones
farmacéuticas proporcionadas en el presente documento son
ventajosas. Por ejemplo, a pesar de las altas concentraciones
de anticuerpo anti protofibrillas AR (por ejemplo, 100 mg/ml
o 200 mg/ml), la tasa de agregacién entre proteinas es
inesperadamente baja y comparable a las tasas de agregacidn
que tipicamente se observan con concentraciones de
anticuerpos mucho més bajas (por ejemplo, 10 mg/ml). En
algunas realizaciones, las formulaciones farmacéuticas
desveladas actualmente exhiben una tasa inicial mas baja de
agregados que las formulaciones que tienen concentraciones
significativamente mas bajas de anticuerpo anti

¢}

protofibrillas AR (por ejemplo, ~0.3 % del nivel inicial de
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agregados para 100 mg/ml de anticuerpo anti protofibrillas
AR frente a ~0.8 $ del nivel inicial de agregados para
10 mg/ml de anticuerpo anti protofibrillas AB). En algunas
realizaciones, las formulaciones farmacéuticas desveladas
actualmente exhiben una menor tasa de generacidén de
particulas subvisibles que las formulaciones que tienen
concentraciones significativamente méas bajas de anticuerpo
anti protofibrillas AR (por ejemplo, 10.6 particulas/ml para
100 mg/ml de anticuerpo anti protofibrillas AB frente a
12.6 particulas/ml para 10 mg/ml de anticuerpo anti
protofibrillas AR) . En algunas realizaciones, las
formulaciones farmacéuticas desveladas actualmente exhiben
una tasa de agregacidén reducida, un nivel de agregacidn
inicial reducido, una tasa de fragmentacién de proteinas
reducida y/o una reduccidén en la formacidn de particulas
subvisibles en comparacidén con las formulaciones gque tienen
concentraciones significativamente méas bajas de anticuerpo
anti protofibrillas AB. La tasa de agregacidén baja, el nivel
de agregacidén inicial, la tasa de fragmentacidn de proteinas
y/0 la generacién de particulas subvisibles pueden permitir
una mayor estabilidad y/o una semivida més prolongada del
producto. Ademéds, los excipientes en las formulaciones
farmacéuticas desveladas actualmente pueden estar presentes
en cantidades mas bajas que en los productos intravenosos
comercializados actualmente. En algunas realizaciones, el pH
y la osmolalidad de 1las formulaciones farmacéuticas
desveladas actualmente son aceptables para la administracidn
intravenosa después de la dilucidén en fluidos intravenosos.

[0007] En algunas realizaciones, el al menos un

anticuerpo anti protofibrillas AR comprende (i) un dominio
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variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO:2.

[0008] En algunas realizaciones, el al menos un
anticuerpo anti protofibrillas AR comprende tres regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada (HCDRI,
HCDR2 y HCDR3) que comprenden las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 5 (HCDR1l), SEQ ID NO: 6 (HCDR2) y SEQ ID NO:
7 (HCDR3) ; % tres regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
que comprenden las secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NO:
8 (LCDR1), SEQ ID NO: 9 (LCDR2) y SEQ ID NO: 10 (LCDR3).

[0009] La asignacién de aminodcidos a cada dominio
es, generalmente, de acuerdo <con las definiciones de
SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST (Kabat et
al., 5% ed., U.S. Department of Health and Human Services,
Publicacién del NIH N.° 91- 3242, 1991, en 1lo sucesivo
denominado "informe Kabat").

[0010] En algunas realizaciones, el al menos un
anticuerpo anti protofibrillas AR comprende una regidn
constante humana. En algunas realizaciones, la regidn
constante humana del al menos un anticuerpo anti
protofibrillas AR comprende una regidén constante de cadena
pesada elegida entre IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA, IgE,
y cualquier variacidén alélica de las mismas como se desvela
en el informe Kabat. En la presente divulgacidén se puede
usar una cualquiera o mas de dichas secuencias. En algunas
realizaciones, la regidén constante de cadena pesada se elige

entre IgGl y variaciones alélicas de la misma. La secuencia
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de aminoadcidos de 1la regidén constante de IgGl humana se
conoce en la técnica y se expone en la SEQ ID NO: 3.

[0011] En algunas realizaciones, la regidén constante
humana del al menos un anticuerpo anti AP comprende una
regidén constante de cadena ligera elegida entre las regiones
constantes de la cadena k-A y cualquier variacidén alélica de
la misma como se analiza en el informe Kabat. En la presente
divulgacidén se puede usar una cualgquiera o més de dichas
secuencias. En algunas realizaciones, la regidn constante de
cadena ligera se elige entre kx y variaciones alélicas de la
misma. La secuencia de aminoadcidos de la regidén constante de
cadena k humana se conoce en la técnica y se expone en la
SEQ ID NO: 4.

[0012] En algunas realizaciones, el al menos un
anticuerpo anti protofibrillas AP comprende marcos de la
regidén variable de cadena pesada y ligera humanas. En algunas
realizaciones, el al menos un anticuerpo anti protofibrillas
AR comprende una regidén variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, vy
una regidén variable de cadena ligera gque comprende una
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, el al menos un anticuerpo anti protofibrillas
AB comprende una regidén constante de cadena pesada de IgGl
humana, y una regidén constante de cadena ligera de Ig kappa
humana. En algunas realizaciones, el al menos un anticuerpo
anti protofibrillas AP comprende una regidén constante de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3, y una regidédn constante de cadena ligera que

comprende una secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 4.
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[0013] En algunas realizaciones, el al menos un
anticuerpo anti protofibrillas Ap es BAN2401, también
conocido como lecanemab. BAN2401 es una versidédn monoclonal
de IgGl humanizada de mAb158, gque es un anticuerpo monoclonal
murino generado para dirigirse a las protofibrillas vy
desvelado en el documento WO 2007/108756 y en Journal of
Alzheimer's Disease 43: 575-588 (2015). BAN2401 es al menos
un anticuerpo anti protofibrillas AR, que demuestra baja
afinidad por el mondémero AR mientras se une con alta
selectividad a especies de agregados AP solubles. Por
ejemplo, se ha informado que BAN2401 demuestra una
selectividad aproximadamente 1000 veces y de 5 a 10 veces

mayor por las protofibrillas Af solubles que por 1los

monémeros AR o) las fibrillas insolubles en AB,
respectivamente.
[0014] BAN2401 comprende (i) un dominio variable de

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoidcidos de
SEQ ID NO:1 y (ii) un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:2. Las
secuencias de longitud completa de cadena pesada y cadena
ligera de BAN2401 se exponen en las SEQ ID NO: 11 y 12 y se
describen en el documento WO 2007/108756 y en Journal of
Alzheimer's Disease 43:575-588 (2015).

[0015] Otros ejemplos no limitantes de anticuerpos
adecuados para su uso como el al menos un anticuerpo anti
protofibrillas AP en la presente divulgacidén incluyen los
desvelados en los documentos WO 2002/003911, WO 2005/123775,
WO 2007/108756, WO 2011/001366, WO 2011/104696 y WO
2016/005466.
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[0016] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti
protofibrillas AR aislado estd presente en una concentracidn
de al menos 80 mg/ml. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado estd presente en una
concentracién de al menos 100 mg/ml. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
estd presente en una concentracién de al menos 200 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti protofibrillas AR
aislado esta presente en una concentracidén de al menos
250 mg/ml. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn que
varia de 80 mg/ml a 300 mg/ml. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti protofibrillas AR aislado estd presente en
una concentracidén que varia de 85 mg/ml a 275 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti protofibrillas AR
aislado estd presente en una concentracidén que varia de
90 mg/ml a 250 mg/ml. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti protofibrillas AR aislado estd presente en
una concentracidén que varia de 95 mg/ml a 225 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti protofibrillas AR
aislado estd presente en una concentracidén que varia de
100 mg/ml a 200 mg/ml. En algunas realizaciones, el
anticuerpo aislado o fragmento del mismo estd presente en
una concentracién de 80 mg/ml, 90 mg/ml, 100 mg/ml,
110 mg/ml, 120 mg/ml, 130 mg/ml, 140 mg/ml, 150 mg/ml,
160 mg/ml, 170 mg/ml, 180 mg/ml, 190 mg/ml, 200 mg/ml,
210 mg/ml, 220 mg/ml, 230 mg/ml, 240 mg/ml, 250 mg/ml,
260 mg/ml, 270 mg/ml, 280 mg/ml, 290 mg/ml o 300 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento del

mismo estd presente en una concentracién de 100 mg/ml. En
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algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento del
mismo estd presente en una concentracién de 200 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento del
mismo estéd presente en una concentraciédn de 250 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento del
mismo estéd presente en una concentraciédn de 300 mg/ml. En
algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento del
mismo es BAN2401. En algunas realizaciones, el anticuerpo
aislado o fragmento del mismo comprende (i) wun dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO:2. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado
o fragmento del mismo comprende tres regiones determinantes
de complementariedad de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3)
que comprenden las secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NO:
5 (HCDR1l), SEQ ID NO: 6 (HCDR2) y SEQ ID NO: 7 (HCDR3); vy
tres regiones determinantes de complementariedad de cadena
ligera (LCDR1l, LCDR2 y LCDR3) gque comprenden las secuencias
de aminodcidos de SEQ ID NO: 8 (LCDR1), SEQ ID NO: 9 (LCDR2)
y SEQ ID NO: 10 (LCDR3).

[0017] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un anticuerpo anti protofibrillas AP
aislado o fragmento del mismo que se une a la protofibrilla
AR comprende ademds al menos un componente adicional. En
algunas realizaciones, el al menos un componente adicional
en la formulacidén farmacéutica se elige entre tampones. En
algunas realizaciones, el tampdn es un tampdn de citrato. En

algunas realizaciones, el tampdén es un tampdédn de histidina.
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En algunas realizaciones, el al menos un componente adicional
en la formulacién farmacéutica se elige entre emulsionantes.
En algunas realizaciones, el al menos un componente adicional
en la formulacidén farmacéutica se elige entre acido citrico
(o 4cido citrico monohidrato), cloruro de sodio, histidina
(y/o clorhidrato de histidina), arginina (y/o clorhidrato de
arginina) y polisorbato 80. En algunas realizaciones, el al
menos un componente adicional en la formulacidén farmacéutica
se elige entre adcido citrico (y/o acido citrico monohidrato),
arginina (y/o clorhidrato de arginina) y polisorbato 80. En
algunas realizaciones, el al menos un componente adicional
en la formulacidén farmacéutica se elige entre histidina (y/o
clorhidrato de histidina), arginina (y/o clorhidrato de

arginina) y polisorbato 80.

[0018] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende arginina (y/o clorhidrato de
arginina). En algunas realizaciones, la concentracién de

arginina (y/o clorhidrato de arginina) en la formulacidn
farmacéutica varia de aproximadamente 100 mM a
aproximadamente 400 mM. En algunas realizaciones, la
concentracidén de arginina (y/o clorhidrato de arginina) en
la formulacién farmacéutica varia de aproximadamente 110 mM
a aproximadamente 380 mM. En algunas realizaciones, la
concentracidén de arginina (y/o clorhidrato de arginina) en
la formulacidén farmacéutica varia de aproximadamente 120 mM
a aproximadamente 360 mM. En algunas realizaciones, la
concentracidén de arginina (y/o clorhidrato de arginina) en
la formulacidén farmacéutica varia de aproximadamente 125 mM
a aproximadamente 350 mM. En algunas realizaciones, la

concentracidén de arginina (y/o clorhidrato de arginina) en
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la formulacién farmacéutica es de 125 mM. En algunas
realizaciones, la concentracidén de arginina (y/o clorhidrato
de arginina) en la formulacidén farmacéutica es de 200 mM. En
algunas realizaciones, la concentracidén de arginina (y/o
clorhidrato de arginina) en la formulacidén farmacéutica es
de 350 mM.

[0019] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende histidina. En algunas realizaciones,
la concentracién de histidina en la formulacidén farmacéutica
varia de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 100 mM. En
algunas realizaciones, la concentracidén de histidina en la
formulacién farmacéutica varia de 10 mM a 100 mM, de 12 mM
a 80 mM, de 14 mM a 60 mM, de 15 mM a 55 mM, de 15 mM a 35 mM
o de 15 mM a 25 mM. En algunas realizaciones, la
concentracién de histidina es de 25 mM. En algunas
realizaciones, la concentracidn de histidina es de 50 mM.

[0020] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende polisorbato 80. En algunas
realizaciones, la concentracidén de polisorbato 80 en 1la
formulacidén farmacéutica varia de aproximadamente el 0.01 al
0.1 $ p/v, del 0.01 al 0.08 % p/v, del 0.02 al 0.08 % p/v,
del 0.03 al 0.07 % p/v o del 0.04 al 0.06 % p/v. En algunas
realizaciones, el polisorbato 80 estd presente en la
formulacién farmacéutica en una concentracién del 0.01 %
p/v, 0.02 % p/v, 0.03 % p/v, 0.04 % p/v, 0.05 % p/v, 0.06 %
p/v, 0.07 % p/v o del 0.08 % p/v. En algunas realizaciones,
el polisorbato 80 estd ©presente en la formulacidn
farmacéutica en una concentracidén del 0.02 % p/v. En algunas

realizaciones, el polisorbato 80 estd presente en la
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formulacién farmacéutica en una concentracién del 0.05 %
p/v.

[0021] En algunas realizaciones, la formulacidén
farmacéutica comprende acido citrico monohidrato. En algunas
realizaciones, la concentracidén de 4cido citrico monohidrato
en la formulacidén farmacéutica varia de aproximadamente
10 mM a 100 mM. En algunas realizaciones, la concentracidn
de &4cido citrico monohidrato en la formulacién farmacéutica
varia de 10 mM a 100 mM, de 10 mM a 90 mM, de 15 mM a 85 mM,
de 20 mM a 80 mM, de 25 mM a 75 mM, de 30 mM a 70 mM, de
30mM a 60 mM o de 30 mM a 50 mM. En algunas realizaciones,
la concentracién de acido citrico monohidrato en 1la
formulacidén farmacéutica es de 50 mM.

[0022] En algunas realizaciones, la divulgacidn
proporciona una formulacidén farmacéutica que tiene un pH en
el intervalo de 4.5 a 5.5. En algunas realizaciones, el pH
en la formulacidén farmacéutica se encuentra en el intervalo
de 4.0 a 6.0, 4.2 a 5.8, 4.3 a 5.7, 4.4 a 5.6 o 4.5 a 5.5.
En algunas realizaciones, el pH es 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9,
5.0, 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 o 5.5. En algunas realizaciones, el
pH es 5.0.

[0023] En algunas realizaciones, las formulaciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden
estar en forma de una solucién y/o cualquier otra formulacidn
liquida adecuada que un experto en la materia considere
apropiada. La via de administraciédn de las composiciones de
la presente divulgacidn puede ser intravenosa o subcuténea.
En algunas realizaciones, la formulaciédn farmacéutica se
formula como un liquido apirdgeno estéril para

administracién intravenosa. En algunas realizaciones, la



10

15

20

25

30

WO 2021/186245 - 13 - PCT/IB2021/000155

formulacién farmacéutica se formula como un liquido
apirdégeno estéril para administracidén subcuténea. En algunas
realizaciones, la composicidén farmacéutica es una solucidn
salina.

[0024] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica es una forma farmacéutica liquida que comprende
al menos un anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o
fragmento del mismo que se une a la protofibrilla AR, tal
como BAN2401, y que comprende ademéds, por ejemplo, acido
citrico monohidrato, arginina, clorhidrato de arginina vy
polisorbato 80. En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende 100 mg/ml de al menos un anticuerpo
anti protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo que se
une a la protofibrilla AB, tal como BAN2401, acido citrico
monohidrato 50 mM, arginina 110 mM, clorhidrato de arginina
240 mM y polisorbato 80 al 0.05 % (p/v), y tiene un pH de
5.0 £ 0.4.

[0025] En algunas realizaciones, la formulacidén
farmacéutica es una forma farmacéutica liquida que comprende
al menos un anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o
fragmento del mismo que se une a la protofibrilla AR, tal
como BAN2401, y que comprende ademas, por ejemplo, histidina,
clorhidrato de histidina, clorhidrato de arginina vy
polisorbato 80. En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende 100 mg/ml o 200 mg/ml de al menos un
anticuerpo anti protofibrillas AR aislado o fragmento del
mismo que se une a la protofibrilla AP, tal como BAN2401,
25 mM de histidina y clorhidrato de histidina, clorhidrato
de arginina 200 mM y polisorbato 80 al 0.05 % (p/v), y tiene
un pH de 5.0 + 0.4.
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[0026] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica es una forma farmacéutica liquida que comprende
al menos un anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o
fragmento del mismo que se une a la protofibrilla Af, tal
como BAN2401, y que comprende ademds, por ejemplo, histidina,
clorhidrato de histidina, clorhidrato de arginina vy
polisorbato 80. En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende 200 mg/ml de al menos un anticuerpo
anti protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo que se
une a la protofibrilla Af, tal como BAN2401, histidina 50 mM
y clorhidrato de histidina, clorhidrato de arginina 125 mM
y polisorbato 80 al 0.02 % (p/v), y tiene un pH de 5.0 #
0.4.

[0027] En algunas realizaciones, la formulacidén
farmacéutica es una forma farmacéutica liquida gque comprende
al menos un anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o
fragmento del mismo que se une a la protofibrilla AR, tal
como BAN2401, y que comprende ademas, por ejemplo, histidina,
clorhidrato de histidina, clorhidrato de arginina vy
polisorbato 80. En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende 200 mg/ml de al menos un anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo que se
une a la protofibrilla AB, tal como BAN2401, acido citrico
50 mM (y/o &cido citrico monohidrato), arginina 125 mM (y/o
clorhidrato de arginina) y polisorbato 80 al 0.02 % (p/v),
y tiene un pH de 5.0 = 0.4.

[0028] BAN2401 y los métodos que comprenden el uso
de BAN2401 se desvelan en la Solicitud Provisional de EE.UU.
N.° 62/749,614 v la Solicitud Internacional PCT
N.° PCT/US2019/043067, ambas de las cuales se incorporan en



10

15

20

25

30

WO 2021/186245 - 15 - PCT/IB2021/000155

el presente documento por referencia en su totalidad.

Breve descripcién de los dibujos

[0029] La figura 1 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 a razdn de 10 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 5 °C.

[0030] La figura 2 representa el porcentaje de
fragmentacién en formulaciones de BAN2401 a razdén de
10 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales O,
1, 2 y 3 meses a 5 °C.

[0031] La figura 3 representa el porcentaje de
mondémeros en formulaciones de BAN2401 a razdédn de 10 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 5 °C.

[0032] La figura 4 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 a razdén de 10 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 25 °C.

[0033] La figura 5 representa el porcentaje de
fragmentacién en formulaciones de BAN2401 a razdén de
10 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales O,
1, 2 y 3 meses a 25 °C.

[0034] La figura 6 representa el porcentaje de
mondémeros en formulaciones de BAN2401 a razdén de 10 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 25 °C.

[0035] La figura 7 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 y

3 meses a 5 °C.
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[0036] La figura 8 representa el porcentaje de
fragmentacidén en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 5 °C.

[0037] La figura 9 representa el porcentaje de
monémeros en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 5 °C.

[0038] La figura 10 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 25 °C.

[0039] La figura 11 representa el porcentaje de
fragmentacidén en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 vy
3 meses a 25 °C.

[0040] La figura 12 representa el porcentaje de
monémeros en formulaciones de BAN2401 a valores de pH de
4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 en los puntos temporales 0, 1, 2 y
3 meses a 25 °C.

[0041] La figura 13 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 a razdén de 10 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1 y 2 meses
a 25 °cC.

[0042] La figura 14 representa el porcentaje de
fragmentacidén en formulaciones de BAN2401 a razdbén de
10 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales O,
1 y 2 meses a 25 °C.

[0043] La figura 15 representa el porcentaje de

mondémeros en formulaciones de BAN2401 a razdén de 10 mg/ml,
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100 mg/ml y 200 mg/ml en los puntos temporales 0, 1 y 2 meses
a 25 °cC.

[0044] La figura 16 representa el porcentaje de
agregacién de mondmeros en formulaciones de BAN2401 en
funcidén de la concentracidédn de arginina.

[0045] La figura 17 representa un diagrama de flujo
para el proceso de fabricacidén de una inyeccidén de 10 mg/ml
de BAN2401.

[0046] La figura 18 representa un diagrama de flujo
para el proceso de fabricacidn de una inyeccidn de 100 mg/ml
de BAN2401.

[0047] La figura 19 representa los valores de pH de
formulaciones de BAN2401 a valores de pH en los puntos
temporales 0 y 12 meses a 5 °C.

[0048] La figura 20 representa los valores de pH de
formulaciones de BAN2401 a valores de pH en los puntos
temporales 0, 1 y 3 meses a 25 °C.

[0049] La figura 21 representa los valores de pH de
formulaciones de BAN2401 a valores de pH después de un mes
a5 °C y con agitacién a 25 °C.

[0050] La figura 22 representa la absorbancia a
405 nm de formulaciones de BAN2401 en los puntos temporales
0, 1, 3, 6, 9 yv 12 meses a 5 °C.

[0051] La figura 23 representa la absorbancia a
405 nm de formulaciones de BAN2401 en los puntos temporales
0, 1 y 3 meses a 25 °C.

[0052] La figura 24 representa la absorbancia a
405 nm de formulaciones de BAN2401 en un mes a 5 °C y con

agitacién a 25 °C.
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[0053] La figura 25 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1, 3, 6, 9 yv 12 meses a 5 °C.

[0054] La figura 26 representa el porcentaje de
fragmentacidén en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1, 3, 6, 9 yv 12 meses a 5 °C.

[0055] La figura 27 representa el porcentaje de
monémeros en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1, 3, 6, 9 yv 12 meses a 5 °C.

[0056] La figura 28 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1 y 3 meses a 25 °C.

[0057] La figura 29 representa el porcentaje de
fragmentaciédn en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1 y 3 meses a 25 °C.

[0058] La figura 30 representa el porcentaje de
monémeros en formulaciones de BAN2401 en los puntos
temporales 0, 1 y 3 meses a 25 °C.

[0059] La figura 31 representa el porcentaje de
agregacién en formulaciones de BAN240l1 en un mes a 5 °C vy
con agitacién a 25 °C.

[0060] La figura 32 representa el porcentaje de
fragmentacién en formulaciones de BAN2401 en un mes a 5 °C
y con agitacién a 25 °C.

[0061] La figura 33 representa el porcentaje de
mondémeros en formulaciones de BAN2401 en un mes a 5 °C y con
agitacién a 25 °C.

Definiciones

[0062] Las siguientes son definiciones de términos

usados en la presente solicitud.
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[0063] Como se usa en el presente documento, los
términos en singular "un", "una", y "el/la" incluyen la
referencia en plural a menos dque el contexto indique
claramente lo contrario.

[0064] Como se usa en el presente documento, la
expresién "y/o" significa "uno o ambos" de los elementos asi
unidos, es decir, elementos que estan presentes
conjuntivamente en algunos casos y presentes disyuntivamente
en otros casos. Por lo tanto, como ejemplo no limitante, "A
y/o B", cuando se usa junto con un lenguaje abierto tal como
"que comprende", puede referirse, en algunas realizaciones,
a A solamente (opcionalmente incluyendo elementos distintos
de B); en otras realizaciones, a B solamente (opcionalmente
incluyendo elementos distintos de A); en aun otras
realizaciones, tanto a A como a B (incluyendo opcionalmente
otros elementos); etc.

[0065] Como se usa en el presente documento, "al
menos uno/a" significa uno o mads de los elementos en la lista
de elementos, pero sin incluir necesariamente al menos uno
de todos y cada uno de los elementos especificamente
enumerados dentro de la lista de elementos y sin excluir
ninguna combinacién de elementos en la lista de elementos.
Esta definicién también permite que los elementos puedan
estar presentes opcionalmente distintos de los elementos
especificamente identificados dentro de la lista de
elementos a los que se refiere la expresidédn "al menos uno/a",
ya estén relacionados o no con los elementos identificados
especificamente. Por lo tanto, como ejemplo no limitativo,
"al menos uno de A y B" (o, de manera equivalente, "al menos

uno de A o B", o, de manera equivalente, "al menos uno de A



10

15

20

25

30

WO 2021/186245 - 20 - PCT/IB2021/000155

y/o0 B") puede referirse, en una realizacidn, al menos a un,
opcionalmente incluyendo més de un, A, sin B presente (y
opcionalmente incluyendo elementos distintos de B); en otra
realizacidén, al menos a un, opcionalmente incluyendo mas de
un, B, sin A presente (y opcionalmente incluyendo elementos
distintos de A); en aun otra realizacidén, al menos a un,
opcionalmente incluyendo mas de un, A, y al menos a un,
opcionalmente incluyendo mds de un, B (y opcionalmente
incluyendo otros elementos); etc.

[0066] Cuando se menciona un numero, ya sea en
solitario o como parte de un intervalo numérico, debe
entenderse que el valor numérico puede variar por encima y
por debajo del valor establecido en una varianza que sea
razonable para el valor descrito, como se reconoce por un
experto en la materia.

[0067] Como se usa en el presente documento, un
"fragmento" de un anticuerpo comprende una parte del
anticuerpo, por ejemplo, que comprende una regidén de unidn
a antigeno o regidén variable del mismo. Los ejemplos no
limitantes de fragmentos incluyen fragmentos Fab, fragmentos

Fab', fragmentos F(ab'") 2, fragmentos Fv, diacuerpos,

anticuerpos lineales y moléculas de anticuerpos
monocatenarios.
[0068] Como se wusa en el presente documento,

"fragmentacidén" o "formacidédn de fragmentos" se refiere a la
degradacién de un anticuerpo o fragmento del mismo cuando
estd en una formulacidén o se afiade a ella. Un fragmento
generado por la fragmentacidén o la formacidén de fragmentos
puede o no ser capaz de unirse al antigeno al que se une el

anticuerpo o fragmento del mismo.
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[0069] Como se usa en el presente documento,
"tampdn de histidina" puede comprender histidina,
clorhidrato de histidina o una combinacidén de los mismos, en
donde el clorhidrato de histidina puede ser clorhidrato de
histidina monohidrato.

[0070] Como se usa en el presente documento, "tampdn
de citrato" puede comprender acido citrico, sus sales o una
combinacién de los mismos, en donde el &cido citrico puede
ser acido citrico monohidrato o &cido citrico anhidro.

Realizaciones no limitantes de la divulgacién:

[0071] Determinadas realizaciones de la presente
divulgacién se refieren a formulaciones farmacéuticas
acuosas.

[0072] En algunas realizaciones, se proporciona una
formulacién farmacéutica acuosa que comprende:

(a) un anticuerpo anti protofibrillas AP
aislado o fragmento del mismo que comprende (i) un
dominio wvariable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) un
dominio wvariable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:2, a una
concentracién de 80-300 mg/ml; y

(b) arginina de 100 mM a 400 mM, en donde la
arginina es arginina, clorhidrato de arginina o una
combinacién de los mismos, que comprende

opcionalmente uno cualquiera o mds de los siguientes:

o°

a. polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1
p/v;
b. un tampdn farmacéuticamente aceptable,

opcionalmente, en donde el tampdén es un tampdn
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de histidina o tampdédn de citrato; vy
c.un pH de 4.5 a 5.5.
[0073] En algunas realizaciones, se proporciona una
formulacidén farmacéutica acuosa que comprende:

(a) un anticuerpo anti protofibrillas AP
aislado o fragmento del mismo que comprende (i) un
dominio wvariable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:1, y (ii) un
dominio variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:2, a una
concentracidén de 80-300 mg/ml; vy

(b) un tampdn farmacéuticamente aceptable,
en donde el tampbdn es un tampdn de histidina,
opcionalmente, en donde el tampén de histidina estéa
a una concentracién de aproximadamente 25 mM, gue
comprende opcionalmente uno cualquiera o més de los
siguientes:

a. polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 2

o\

p/v;
b. arginina de 100 mM a 400 mM, clorhidrato
de arginina o una combinacién de los mismos; y
c.un pH de 4.5 a 5.5.
[0074] Algunas realizaciones se refieren a una
formulacién farmacéutica acuosa que comprende:
(a) un anticuerpo anti protofibrillas Ap aislado
o fragmento del mismo que se une a protofibrillas AR
humanas, a una concentracidén de 80 mg/ml a 300 mg/ml,
(b) arginina de 100 mM a 400 mM,
(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v,
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(d) un tampdédn farmacéuticamente aceptable,
en donde la formulacién farmacéutica tiene un
pH gue varia de 4.5 a 5.5, y
en donde el anticuerpo o fragmento del mismo
comprende: (i) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,
y (ii) un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2,
y en donde la arginina es arginina, clorhidrato de
arginina o una combinacidén de los mismos.

[0075] Concentracién de anticuerpo

[0076] Para cualquiera de las formulaciones
farmacéuticas acuosas descritas en el presente documento, el
anticuerpo puede estar presente en las siguientes
concentraciones.

[0077] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn de
100 mg/ml o mas. En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn de
100 mg/ml.

[0078] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidén de
200 mg/ml o més. En algunas realizaciones de la formulacién
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas Af aislado
o fragmento del mismo esta presente en una concentracidén de

200 mg/ml.
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[0079] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidén que
varia de 80 mg/ml a 300 mg/ml. En algunas realizaciones de
la formulacidén farmacéutica, el anticuerpo anti
protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo estad presente
en una concentracidén que varia de 80 mg/ml a 240 mg/ml.

[0080] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas Af aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn que
varia de 100 mg/ml a 200 mg/ml.

[0081] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AP aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidén que
varia de 80 mg/ml a 300 mg/ml, de 85 mg/ml a 275 mg/ml, de
90 mg/ml a 250 mg/ml, de 95 mg/ml a 225 mg/ml, de 100 a
200 mg/ml. En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn que
varia de 90 mg/ml a 220 mg/ml, de 100 mg/ml a 210 mg/ml o de
110 mg/ml a 200 mg/ml.

[0082] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn de
80 mg/ml, 90 mg/ml, 100 mg/ml, 110 mg/ml, 120 mg/ml,
180 mg/ml, 190 mg/ml, 200 mg/ml, 210 mg/ml, 220 mg/ml,
230 mg/ml, 240 mg/ml, 250 mg/ml, 260 mg/ml, 270 mg/ml,
280 mg/ml, 290 mg/ml o 300 mg/ml.

[0083] En algunas realizaciones de la formulacidn

farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
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o fragmento del mismo estd presente en una concentracidédn de
100 mg/ml.

[0084] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AP aislado
o fragmento del mismo estd presente en una concentracidén de
200 mg/ml.

[0085] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo es BAN2401.

[0086] Arginina

[0087] Para cualquiera de las formulaciones
farmacéuticas acuosas descritas en el presente documento, la
formulacidén puede comprender arginina de la siguiente
manera.

[0088] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica comprende arginina. En algunas realizaciones,
la arginina es arginina, clorhidrato de arginina o una
combinacién de los mismos.

[0089] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracién de arginina varia de
aproximadamente 100 mM a aproximadamente 400 mM.

[0090] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, la concentracidén de arginina varia de 100 mM
a 400 mM, de 110 mM a 380 mM, de 120 mM a 360 mM, de 125 mM
a 350 mM, de 100 mM a 200 mM, de 125 mM a 200 mM o de 150 mM
a 200 mM. En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracidn de arginina varia de arginina
150 mM a 250 mM, de 160 mM a 240 mM, de 170 mM a 230 mM, de
180 mM a 220 mM, de 190 mM a 210 mM, clorhidrato de arginina

o0 una combinacién de los mismos
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[0091] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracién de arginina es de 125 mM.

[0092] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, la concentracidén de arginina es de 200 mM.

[0093] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracidédn de arginina varia de 200 mM
a 400 mM, de 210 mM a 390 mM, de 220 mM a 380 mM, de 230 mM
a 370 mM, de 240 mM a 360 mM, de 240 mM a 350 mM o de 250 mM
a 350 mM.

[0094] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracidén de arginina es de 350 mM.

[0095] Polisorbato 80 (PS80)

[0096] Para cualquiera de las formulaciones
farmacéuticas acuosas descritas en el presente documento, la
formulacidén puede comprender polisorbato 80 de la siguiente
manera.

[0097] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, la concentracién de polisorbato 80 wvaria de
aproximadamente el 0.01 % p/v al 0.1 % p/v, del 0.01 % p/v
al 0.08 % p/v, del 0.02 % p/v al 0.08 % p/v, del 0.03 % p/v
al 0.07 % p/v o del 0.04 % p/v al 0.06 % p/v.

[0098] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, el polisorbato 80 estd presente en una
concentracién del 0.01 % p/v, 0.02 % p/v, 0.03 % p/v, 0.04 %
p/v, 0.05 % p/v, 0.06 % p/v, 0.07 % p/v o del 0.08 % p/v.

[0099] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el polisorbato 80 estd presente en una
concentracién del 0.02 & p/v.

[00100] En algunas realizaciones de la formulacidn

farmacéutica, el polisorbato 80 estd presente en una
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concentracién del 0.05 % p/v.

[00101] Tampdén

[00102] Para cualquiera de las formulaciones
farmacéuticas acuosas descritas en el presente documento, la
formulacidén puede comprender un tampdn farmacéuticamente
aceptable de la siguiente manera.

[00103] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampdédn farmacéuticamente aceptable es
tampbédn de citrato.

[00104] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampdén de citrato estd presente en una
concentracién de aproximadamente 10 mM a aproximadamente
100 mM.

[00105] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la concentracidén del tampdn de citrato wvaria
de 10 mM a 100 mM, de 10 mM a 90 mM, de 15 mM a 85 mM, de
20 mM a 80 mM, de 25 mM a 75 mM, de 30 mM a 70 mM, de 30 mM
a 60 mM o de 30 mM a 50 mM.

[00106] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampdédn de citrato estd presente en una
concentracién de 50 mM.

[00107] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, el tampdén farmacéuticamente aceptable es un
tampdén de histidina.

[00108] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampdédn de histidina estd presente en una
concentracién de aproximadamente 10 mM a aproximadamente
100 mM.

[00109] En algunas realizaciones de la formulacidn

farmacéutica, la concentracién del tampdédn de histidina varia
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de 10 mM a 100 mM, de 12 mM a 80 mM, de 14 mM a 60 mM o de
15 mM a 55 mM, de 15 mM a 35 mM o de 15 mM a 25 mM.

[00110] En algunas realizaciones de 1la formulacidn
farmacéutica, el tampdédn de histidina estd presente en una
concentracidédn de 25 mM.

[00111] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampén de histidina estd presente en una
concentracién de 50 mM.

[00112] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el tampdén de histidina comprende histidina y
clorhidrato de histidina monohidrato. En algunas
realizaciones de la formulacidén farmacéutica, el tampdn de
histidina comprende histidina y clorhidrato de histidina
monohidrato, en donde la histidina estd en una concentracién
de aproximadamente 0.1 a 0.3 mg/ml, y el clorhidrato de
histidina monohidrato estd en una concentracién de
aproximadamente 4 a 6 mg/ml. En algunas realizaciones de la
formulacién farmacéutica, el tampdédn de histidina comprende
histidina y clorhidrato de histidina monohidrato, en donde
la histidina estd en una concentracidén de aproximadamente
0.26 mg/ml, y el clorhidrato de histidina monohidrato estéa
en una concentracidén de aproximadamente 4.89 mg/ml. En
algunas realizaciones de 1la formulacidén farmacéutica, el
tampdédn de histidina comprende histidina y clorhidrato de
histidina monohidrato, en donde la histidina comprende 0.2-
0.3 mg/ml de histidina y de 4.4 a 4.9 mg/ml de clorhidrato
de histidina, opcionalmente, en donde el clorhidrato de
histidina es monohidrato.

[00113] pH
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[00114] Para cualquiera de las formulaciones
farmacéuticas acuosas descritas en el presente documento, la
formulacién puede comprender a pH de la siguiente manera.

[00115] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el pH se encuentra en el intervalo de 4.0 a
6.0, de 4.2 a 5.8, de 4.3 a 5.7, de 4.4 a 5.6 o de 4.5 a
5.5.

[00116] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el pH es de 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 5.0, 5.1,
5.2, 5.3, 5.4 o 5.5.

[00117] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el pH es de 4.5 a 5.5.

[00118] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, el pH es de 5.0.

[00119] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la formulaciédn farmacéutica es adecuada para
inyeccidén intravenosa.

[00120] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica, la formulacidén farmacéutica es adecuada para
inyeccidén subcuténea.

[00121] En algunas realizaciones de la formulacidn
farmacéutica acuosa, la formulacidén farmacéutica comprende
metionina.

[00122] En algunas realizaciones, se desvela una
formulacidén farmacéutica acuosa que comprende:

(a) de 80 mg/ml a 240 mg/ml de BAN2401,
(b) clorhidrato de arginina de 140 mM a 260 mM,
(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v,

(d) tampén de histidina de 15 mM a 35 mM,



10

15

20

25

30

WO 2021/186245 - 30 - PCT/IB2021/000155

en donde la formulacién farmacéutica tiene un
pH gque varia de 4.5 a 5.5.

[00123] En algunas realizaciones, se desvela una
formulacidén farmacéutica acuosa que comprende:

(a) de 80 mg/ml a 240 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo
que comprende: (i) un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2,

(b) clorhidrato de arginina de 140 mM a 260 mM,

(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v,

(d) tampdén de histidina de 15 mM a 35 mM,

en donde la formulacién farmacéutica tiene un
pH gque varia de 4.5 a 5.5.

[00124] En algunas realizaciones, se desvela una
formulacidén farmacéutica acuosa que comprende:

(a) de 80 mg/ml a 240 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo
que comprende: (i) una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:11, y (ii)
una cadena 1ligera que comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:12,

(b) clorhidrato de arginina de 140 mM a 260 mM,

(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v,

(d) tampén de histidina de 15 mM a 35 mM,
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en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00125] En algunas realizaciones, en el presente

documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que

comprende:
(a) de 80 mg/ml a 120 mg/ml de BAN2401,
(b) arginina de 240 mM a 360 mM,
(c) polisorbato 80 del 0.03 % p/v al 0.08 % p/v,
y

(d) tampdn de citrato de 30 mM a 70 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
arginina, clorhidrato de arginina o una combinacidén de
los mismos.

[00126] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) de 80 mg/ml a 120 mg/ml de un anticuerpo anti
protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo que
comprende: (i) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:1,
y (ii) wun dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2,

(b) arginina de 240 mM a 360 mM,

(c) polisorbato 80 del 0.03 % p/v al 0.08 % p/v,

(d) tampdn de citrato de 30 mM a 70 mM,
en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
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arginina, clorhidrato de arginina o una combinacidén de

los mismos.

[00127] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) de 80 mg/ml a 120 mg/ml de un anticuerpo anti
protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo que
comprende: (i) una cadena pesada gque comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:11, vy (ii) una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:12,

(b) arginina de 240 mM a 360 mM,

(c) polisorbato 80 del 0.03 % p/v al 0.08 % p/v,

(d) tampdén de citrato de 30 mM a 70 mM,

en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
arginina, clorhidrato de arginina o una combinacidén de
los mismos.

[00128] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de BAN2401,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de histidina 25 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.
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[00129] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AB aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) un

dominio variable de cadena pesada que comprende la

secuencia de aminocadcidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) wun
dominio wvariable de cadena 1ligera que comprende la
secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:2,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de histidina 25 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00130] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AR aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) una

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO:11, y (ii) una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:12,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de histidina 25 mM,

en donde la formulacidén farmacéutica tiene un pH que
varia de 4.5 a 5.5.

[00131] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que

comprende:
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(a) 200 mg/ml de BAN2401,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, ¥y

(d) tampdén de histidina 25 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00132] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 200 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AR aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) un

dominio variable de cadena pesada que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) un
dominio wvariable de cadena 1ligera que comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:2,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, ¥y

(d) tampdén de histidina 25 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00133] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 200 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AR aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) una

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO:11, y (ii) una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:12,

(b) clorhidrato de arginina 200 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, ¥y
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(d) tampdén de histidina 25 mM,
en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00134] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de BAN2401,

(b) arginina 350 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de citrato 50 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
arginina, clorhidrato de arginina o una combinacién de
los mismos.

[00135] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AR aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) un

dominio wvariable de cadena pesada dque comprende 1la

secuencia de aminocadcidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) wun
dominio wvariable de cadena 1ligera que comprende la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2,

(b) arginina 350 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de citrato 50 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
arginina, clorhidrato de arginina o una combinacién de

los mismos.
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[00136] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) 100 mg/ml de un anticuerpo anti protofibrillas

AR aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) una

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO:11, y (ii) una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:12,

(b) arginina 350 mM,

(c) polisorbato 80 al 0.05 % p/v, y

(d) tampdn de citrato 50 mM,

en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5, y en donde la arginina es
arginina, clorhidrato de arginina o una combinacidén de
los mismos.

[00137] En algunas realizaciones, en el presente

documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que

comprende:
(a) de 150 mg/ml a 250 mg/ml de BAN2401,
(b) clorhidrato de arginina de 100 mM a
150 mM,
(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.05 %
p/v, y
(d) tampén de histidina de 35 mM a 65 mM,
[00138] en donde la formulacidén farmacéutica tiene un

pH que varia de 4.5 a 5.5. En algunas realizaciones, en el
presente documento se desvela una formulacidédn farmacéutica
acuosa gque comprende:

(a) de 150 mg/ml a 250 mg/ml de un anticuerpo

anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo
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que comprende: (i) un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2,
(b) clorhidrato de arginina de 100 mM a 150 mM,
(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.05 % p/v,

(d) tampén de histidina de 35 mM a 65 mM,
en donde la formulaciédn farmacéutica tiene un pH

que varia de 4.5 a 5.5.

[00139] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela una formulacidén farmacéutica acuosa que
comprende:

(a) de 150 mg/ml a 250 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo
que comprende: (i) una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11, vy (ii)
una cadena 1ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:12,

(b) clorhidrato de arginina de 100 mM a 150 mM,

(c) polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.05 % p/v,

(d) tampén de histidina de 35 mM a 65 mM,
en donde la formulacidén farmacéutica tiene un pH que
varia de 4.5 a 5.5.
[00140] En algunas realizaciones, la formulacidn
farmacéutica acuosa tiene un pH de 5.0.

Método para reducir la formacién de agregados
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[00141] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela un método para reducir la formacidédn de
agregados de un anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o
fragmento del mismo, que comprende:

(a) proporcionar una formulacidn farmacéutica que
comprende un anticuerpo anti protofibrillas AR aislado

o fragmento del mismo que se une a protofibrillas AR

humanas, a una concentraciédn de 50 mg/ml o més,

opcionalmente, en donde la concentracidén es de 80 mg/ml

a 300 mg/ml, opcionalmente, en donde la concentracidn

es de 100 mg/ml a 200 mg/ml, vy

(b) afladir arginina, clorhidrato de arginina o
una combinacién de los mismos vy, opcionalmente,
proporcionar un tampdén farmacéuticamente aceptable, en
donde el tampdédn es opcionalmente tampdn de histidina,
en donde el anticuerpo anti protofibrillas AP aislado

o fragmento del mismo comprende (i) un dominio variable

de cadena pesada que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:2.

[00142] En algunas realizaciones del método para
reducir la formacidén de agregados, el pH de la formulacidn
farmacéutica se encuentra en el intervalo de 4.5 a 5.5. En
algunas realizaciones del método, el pH de la formulacidn
farmacéutica es de 5.0.

[00143] En algunas realizaciones del método para
reducir la formacidén de agregados, la arginina, el
clorhidrato de arginina o una combinacidén de los mismos esta

presente en una concentracién de 150 mM a 250 mM.
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[00144] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela un método para reducir la fragmentacidn
de un anticuerpo anti protofibrillas AR aislado o fragmento
del mismo, que comprende:

(a) proporcionar una formulacidn farmacéutica que
comprende un anticuerpo anti protofibrillas AR aislado

o fragmento del mismo que se une a protofibrillas AR

humanas, a una concentraciédn de 50 mg/ml o més,

opcionalmente, en donde la concentracidén es de 80 mg/ml

a 300 mg/ml, opcionalmente, en donde la concentracidn

es de 100 mg/ml a 200 mg/ml, vy

(b) afiadir tampdén de histidina y, opcionalmente,
proporcionar ademds arginina, clorhidrato de arginina

o0 una combinacidén de los mismos, en donde el anticuerpo

anti protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo

comprende (i) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,

y (i1i) wun dominio variable de <cadena ligera dque

comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2.

[00145] En algunas realizaciones del método para
reducir la fragmentacién, el ©pH de la formulacién
farmacéutica se encuentra en el intervalo de 4.5 a 5.5. En
algunas realizaciones del método, el pH de la formulacidn
farmacéutica es de 5.0.

[00146] En algunas realizaciones del método para
reducir la fragmentacidén, la arginina, el clorhidrato de
arginina o una combinacidén de los mismos estd presente en

una concentracién de 100 mM a 400 mM.
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[00147] En algunas realizaciones del método para
reducir la fragmentacidén, la formulacidédn farmacéutica
comprende ademds polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v.

[00148] En algunas realizaciones del método para
reducir la fragmentaciédn, la formulacidén farmacéutica
comprende ademds un tampdédn farmacéuticamente aceptable, en
donde el tampdédn es tampdn de histidina, opcionalmente, en
donde el tampdén de histidina varia de 10 mM a 100 mM, de
12 mM a 80 mM, de 14 mM a 60 mM o de 15 mM a 55 mM, de 15 mM
a 35 mM o de 15 mM a 25 mM.

[00149] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela un método para reducir la formacidn de
agregados vy/o la fragmentacién de un anticuerpo anti
protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo, que
comprende:

(a) proporcionar una formulacidén farmacéutica que
comprende un anticuerpo anti protofibrillas AB aislado

o fragmento del mismo que se une a protofibrillas AR

humanas, a una concentracidén de 50 mg/ml o més,

opcionalmente en donde la concentracién es de 80 mg/ml

a 300 mg/ml, opcionalmente en donde la concentracidn

es de 100 mg/ml a 200 mg/ml,

(b) afiadir arginina, clorhidrato de arginina o

una combinacién de los mismos, y

(c) proporcionar un tampdn de histidina
farmacéuticamente aceptable, en donde el anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo
comprende (i) un dominio variable de cadena pesada que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,
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y (i1i) wun dominio variable de <cadena ligera dque
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2.
[00150] En algunas realizaciones, en el presente
documento se desvela un método para reducir la formacidn de
agregados vy/o la fragmentacién de un anticuerpo anti
protofibrillas ApB aislado o fragmento del mismo, que
comprende:
(a) proporcionar una formulacidén farmacéutica que
comprende un anticuerpo anti protofibrillas AR aislado
o fragmento del mismo que se une a protofibrillas AR
humanas, a una concentracidén de 50 mg/ml o més,
opcionalmente en donde la concentracidédn es de 80 mg/ml
a 300 mg/ml, opcionalmente en donde la concentracidn
es de 100 mg/ml a 200 mg/ml,
(b) proporcionar tampdédn de histidina, vy
(c) proporcionar arginina, clorhidrato de
arginina o una combinacidén de los mismos, en donde la
formulacién estd a un pH de 4.5-5.5, en donde el
anticuerpo anti protofibrillas AR aislado o fragmento
del mismo comprende (i) un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoadcidos de
SEQ ID NO:1, vy (ii) un dominio variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoadcidos de
SEQ ID NO:2.
[00151] En el presente documento también se
proporcionan las siguientes realizaciones:
[Embodiment 01] Una formulacidén farmacéutica
acuosa que comprende:
a. un anticuerpo anti protofibrillas AR

aislado o fragmento del mismo que se une a
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protofibrillas AP humanas, a una concentracidén de

80 mg/ml a 300 mg/ml,

b. arginina de 100 mM a 400 mM,

C. polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 %
p/v, vy

d. un tampdén farmacéuticamente aceptable,

en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5,

en donde el anticuerpo anti protofibrillas AR
aislado o fragmento del mismo comprende: (i) un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:2, vy

en donde la arginina es arginina, clorhidrato de
arginina o una combinacién de los mismos.

[Embodiment 02] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo anti protofibrillas AP aislado o fragmento
del mismo estd presente en una concentracién de
100 mg/ml a 200 mg/ml.

[Embodiment 03] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo anti protofibrillas AR aislado o fragmento
del mismo estd presente en una concentracidén de
100 mg/ml.

[Embodiment 04] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde el

anticuerpo anti protofibrillas Ap aislado o fragmento
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del mismo estd presente en una concentracién de
200 mg/ml.

[Embodiment 05] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-4, que comprende ademas metionina.

[Embodiment 06] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-5, en donde el tampdén farmacéuticamente aceptable es
tampdn de citrato o tampdn de histidina.

[Embodiment 07] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-6, que comprende tampdn de citrato de 10 a 100 mM o
tampdén de histidina de 10 a 100 mM.

[Embodiment 08] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-7, que comprende arginina de 125 a 350 mM.

[Embodiment 09] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-8, que comprende arginina 200 mM, en donde la arginina
es clorhidrato de arginina.

[Embodiment 10] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-9, gque comprende arginina 200 mM, en donde la arginina
es clorhidrato de arginina, y tampdén de histidina 25 mM.

[Embodiment 11] Una formulacién farmacéutica
acuosa que comprende:

a. de 80 mg/ml a 240 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas AP aislado o fragmento del mismo
que comprende: (i) un dominio variable de cadena

pesada que comprende la secuencia de aminodcidos de
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SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO:2,

b. clorhidrato de arginina de 140 mM a
260 mM,

C. polisorbato 80 del 0.02 % p/v al 0.08 %
p/v, y

d. tampén de histidina de 15 mM a 35 mM,

en donde la formulacidén farmacéutica tiene un pH que
varia de 4.5 a 5.5.
[Embodiment 12] Una formulacién farmacéutica
acuosa que comprende:

a. de 80 mg/ml a 120 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo
que comprende: (i) un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoadcidos de
SEQ ID NO:1, y (ii) un dominio wvariable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO:2,

b. arginina de 240 mM a 360 mM,

c. polisorbato 80 del 0.02 % p/v al 0.08 %
p/v, y

d. tampén de citrato de 30 mM a 50 mM,

en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH gue
varia de 4.5 a 5.5,
y en donde la arginina es arginina, clorhidrato de
arginina o una combinacién de los mismos.
[Embodiment 13] Un método para reducir la

formacién de agregados de un anticuerpo anti
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protofibrillas AR aislado o fragmento del mismo, que
comprende:

proporcionar una formulacién farmacéutica acuosa
que comprende un anticuerpo anti protofibrillas AP
aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) un
dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminocadcidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) wun
dominio wvariable de cadena 1ligera que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:2 a una
concentracién de 80 mg/ml a 300 mg/ml, y

afiadir arginina, clorhidrato de arginina o una
combinacién de los mismos a dicha formulacidn
farmacéutica acuosa, en donde el pH de la formulacidn
farmacéutica varia de 4.5 a 5.5.

[Embodiment 14] El método de acuerdo con la
reivindicacién 13, en donde la arginina, el clorhidrato
de arginina o una combinacién de los mismos estéa
presente en una concentracién de 150 a 250 mM.

[Embodiment 15] El método de acuerdo con la
reivindicacién 14, en donde la arginina, el clorhidrato
de arginina o una combinacién de los mismos estéa
presente en una concentracidén de 200 mM.

[Embodiment 16] El método de acuerdo con una
cualgquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en donde la
formulacién farmacéutica comprende ademds un tampdn
farmacéuticamente aceptable.

[Embodiment 17] El método de acuerdo con la
reivindicacién 16, en donde el tampdn farmacéuticamente

aceptable es tampdén de histidina o tampdn de citrato.
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[Embodiment 18] Un método para reducir la
fragmentacidén de un anticuerpo anti protofibrillas AR
aislado o fragmento del mismo, gque comprende:

proporcionar una formulacién farmacéutica acuosa
que comprende un anticuerpo anti protofibrillas AP
aislado o fragmento del mismo que comprende: (i) un
dominio wvariable de cadena pesada que comprende 1la
secuencia de aminocadcidos de SEQ ID NO:1, y (ii) wun
dominio variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:2 a una
concentracién de 80 mg/ml a 300 mg/ml, y

afiadir tampdén de histidina a dicha composicién
farmacéutica acuosa, en donde el pH de la formulacidn
farmacéutica varia de 4.5 a 5.5.

[Embodiment 19] El método de acuerdo con la
reivindicacién 18, que comprende tampdn de histidina de
15 a 35 mM.

[Embodiment 20] El método de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 13-19, en donde la
formulacién farmacéutica comprende ademéds polisorbato
80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v.

[Embodiment 21] Una formulacidén farmacéutica
acuosa que comprende:

a. de 80 mg/ml a 240 mg/ml de un anticuerpo
anti protofibrillas Ap aislado o fragmento del
mismo que comprende: (i) un dominio variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) un dominio
variable de cadena ligera que comprende la

secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:2;
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b. arginina de 140 mM a 260 mM, clorhidrato

de arginina o una combinacién de los mismos;

c. polisorbato 80 del 0.01 % p/v al 0.1 %
p/vi ¥y
d. tampdén de histidina de 15 mM a 35 mM o

tampdén de citrato de 30 mM a 50 mM,

en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH gque
varia de 4.5 a 5.5.

[Embodiment 22] La formulacidédn farmacéutica
de acuerdo con la realizacidén 21, gue comprende
100 mg/ml del anticuerpo.

[Embodiment 23] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la realizacidén 21, gue comprende
200 mg/ml del anticuerpo.

[Embodiment 24] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la realizacidén 21, que comprende de
90 mg/ml a 220 mg/ml, de 100 mg/ml a 210 mg/ml o de
110 mg/ml a 200 mg/ml del anticuerpo.

[Embodiment 25] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
24, que comprende tampédn de histidina, en donde el
tampdén de histidina comprende histidina de 15 mM a
30 mM, de 15 mM a 25 mM o de 20 mM a 30 mM.

[Embodiment 26] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
25, que comprende tampdén de histidina, en donde el
tampdn de histidina comprende 0.2-0.3 mg/ml de
histidina y de 4.4 a 4.9 mg/ml de clorhidrato de
histidina, opcionalmente, en donde el clorhidrato de

histidina es monohidrato.
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[Embodiment 27] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
26, que comprende arginina 150 mM a 250 mM, de 160 mM
a 240 mM, de 170 mM a 230 mM, de 180 mM a 220 mM, de
190 mM a 210 mM, clorhidrato de arginina o una
combinacidén de los mismos.

[Embodiment 28] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
27, que comprende polisorbato 80 del 0.02 % p/v al
0.05 % o del 0.04 % p/v al 0.04 & p/v.

[Embodiment 29] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
28, que comprende tampdn de citrato.

[Embodiment 30] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
29, que comprende tampdédn de histidina.

[Embodiment 31] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-
30, que comprende ademéds metionina.

[Embodiment 32] Una formulacidén farmacéutica
acuosa gque comprende:

a. de 100 mg/ml a 200 mg/ml de un
anticuerpo que comprende: (i) un dominio variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) un dominio
variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;

b. clorhidrato de arginina 200 mM;

c. polisorbato 80 al 0.05 % p/v; vy

d. tampdén de histidina 25 mM,
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en donde la formulacién farmacéutica tiene un pH
que varia de 4.5 a 5.5.

[Embodiment 33] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la realizacidén 32, gque comprende
100 mg/ml del anticuerpo.

[Embodiment 34] La formulacidén farmacéutica
de acuerdo con la realizacién 32, que comprende
200 mg/ml del anticuerpo.

[Embodiment 35] Un método para reducir la
formacidén de agregados vy/o la fragmentacién de un
anticuerpo, que comprende:

a. proporcionar una formulacidén
farmacéutica acuosa que comprende un anticuerpo
anti protofibrillas AP aislado o fragmento del
mismo que comprende: (i) un dominio wvariable de
cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:1, vy (ii) un dominio
variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, a una
concentracién de 80 mg/ml a 300 mg/ml, vy

b. afladir 1) arginina, clorhidrato de
arginina o una combinacidén de los mismos, o 2)
tampdn de histidina a dicha composicidén
farmacéutica acuosa.

[Embodiment 36] El método de la realizacidn
35, en donde el pH de la formulacidén farmacéutica varia
de 4.5 a 5.5.

[Embodiment 37] El método de la realizacidn

35, en donde la arginina, el clorhidrato de arginina o
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una combinacién de los mismos estd presente en una
concentracién de 150-250 mM.

[Embodiment 38] El método de acuerdo con la
realizacidédn 37, en donde la arginina, el clorhidrato de
arginina o una combinacién de los mismos esta presente
en una concentracién de 200 mM.

[Embodiment 39] El método de acuerdo con la
realizacidén 38, que comprende tampdn de histidina de 15
a 25 mM.

[Embodiment 40] El método de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones 35-39, en donde la
formulacién farmacéutica comprende ademds polisorbato
80 del 0.01 % p/v al 0.1 % p/v.

[Embodiment 41] El método de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones 35-40, en donde 1la
formulacién farmacéutica comprende ademds un tampdn
farmacéuticamente aceptable.

[Embodiment 42] El método de acuerdo con la
realizacidén 41, en donde el tampdn farmacéuticamente

aceptable es tampdén de histidina o tampdédn de citrato.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Estudio de concentracién de proteina

[00152] Se prepararon muestras con tres
concentraciones de proteina (10, 100, 200 mg/ml) vy se
examinaron en el estudio de concentracién. El material de
10 mg/ml era una sustancia farmacoldégica purificada (PDS,
por sus siglas en inglés) de BAN2401 y los materiales de 100
y 200 mg/ml se produjeron a partir de PDS de BAN2401 usando

filtros giratorios Amicon Ultra-15. Todas las muestras
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estaban en el mismo tampdén de formulacidén (citrato de sodio
25 mM, cloruro de sodio 125 mM, pH 5.7), excepto que cada
una tenia un nivel de PS80 diferente. Los porcentajes de
PS80 de las muestras de 10, 100 y 200 mg/ml fueron del
0.02 %, 0.16 % y 0.32 %, respectivamente. Todas las muestras
se filtraron en 0.2 g y se dividieron en alicuotas en tubos
de polipropileno (PP) estériles para la prueba de
estabilidad. (Nota: El1 proceso de eliminacién de PS80 no
estaba disponible en el momento en que se realizd el estudio
de concentracidn).

[00153] La estabilidad de las muestras se evalud a
dos temperaturas (5 y 25 °C) durante 3 meses usando HPLC-SEC
nativa, pH y DLS. Se realizaron ensayos de caracterizacién
adicionales, tales como verificacidén de PS80, en las muestras
de T = 0. Los detalles de las pruebas de muestra se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1. Programa de pruebas (Estudio de

concentracién)
Punto T =20 T =1m T =2m T =3m
temporal
Temperatura | ND 5 °C 5 °C 5 °C
25 °C 25 °C 25 °C
Numero de 3 6 6 6
muestras
Pruebas SEC nativa | SEC nativa | SEC nativa | SEC nativa
PH PH PH PH
DLS DLS DLS DLS
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[00154] Se mididé el pH usando un medidor de pH con
una microsonda. Antes de las mediciones, se realizd una
calibracidén usando estéandares de pH 4.0 y 7.0.

[00155] La agregacidén y la degradacidén fisica del
BAN2401 concentrado se evaluaron realizando HPLC-SEC nativa
en muestras de estabilidad almacenadas a 5 y 25 °C.

[00156] El andlisis de HPLC-SEC (nativa) se realizd
utilizando una columna TSK G3000 SWXL con fosfato de sodio
0.2 M, fase mévil de pH 7.0 a un caudal de 1.0 ml/min. Los
volumenes de inyeccidén de muestra fueron 15, 1.5 o 0.8 pi,
para concentraciones de proteina de 10, 100 o 200 mg/ml,
respectivamente. Esto garantiza que se inyecten
aproximadamente 150 pg de proteina en la columna durante
todo el estudio. Los resultados de las A&areas méximas
relativas (%) para el mondémero, el agregado y el fragmento
se indican en las figuras 1-6.

[00157] A ambas temperaturas (5 v 25 °Q) se
observaron mayores porcentajes de agregado y tasas de
agregacidédn con mayores concentraciones de proteina. Para las
muestras de 100 y 200 mg/ml, los porcentajes agregados de
partida fueron casi el doble que los de la muestra de
10 mg/ml. Esto indicd que el proceso de concentracidn por si
solo provocd que la proteina se agregara. Se produjo una
agregacién adicional durante el almacenamiento a 5 y 25 °C.
La tasa de agregacién promedio durante 3 meses a 5 °C fue
del 0.17 % al mes para 100 mg/ml y del 0.20 % al mes para
200 mg/ml. A modo de comparacién, la muestra de 10 mg/ml
mostrd solo una tasa de agregacidén del 0.07 $ al mes en las

mismas condiciones. En resumen, parecia que BAN2401 a razdn
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de 100 mg/ml o més no era fisicamente estable en la
formulacién.

[00158] La concentracidén de proteina se evalud
mediante UV midiendo la absorbancia a 280 y 320 mu en un
espectrofotdmetro Beckman DU-800. Las muestras se diluyeron
500 veces y se prepararon por duplicado. La concentracidén de
proteina se calculd usando un coeficiente de extincién, ¢,
de 1.32 usando la siguiente férmula:

Concentracidén = (A280-A320)/¢ x Factor de dilucidn

[00159] La concentracidén de proteina se midid usando
un espectrofotdédmetro UV-Vis. Los resultados se enumeran en
la Tabla 2. En general, las concentraciones permanecieron
sin cambios a lo largo de los 3 meses a ambas temperaturas.

Tabla 2. Resultados de la concentracién de proteina

(estudio de concentracidn)

ID de Concentracién de proteina (mg/ml)

muestra T =0 T=1m T =2 m T =3 m

5° |25 °C | 5 °C |25 °| 5 ° |25 °C

10 mg/ml 10.6 9.93 9.93 9.9 10.0 | 10.11 | 10.15
100 mg/ml | 110.3 | 110.1 | 114.1 | 103.4 | 104.2 | 106.6 | 106.4
200 mg/ml | 210.8 | 197.2 | 224.5 | 207.4 | 205.4 | 205.3 | 205.8

Ejemplo 2: Estudio de cribado de pH

[00160] La estabilidad de BAN2401 a 200 mg/ml se
evaludé a cinco valores de pH diferentes. Para preparar las
muestras, se concentrdé la PDS de BAN2401 eliminado con PS80
y se diafiltrdé en un tampdn gque contenia citrato de sodio
50 mM, cloruro de sodio 100 mM, pH 4.5. El ajuste de
concentracién final se realizd mediante una dilucidén para

lograr una concentracién de 200 mg/ml de proteina y PS80 al
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0.02 %. El material resultante se dividié en 5 alicuotas;
cuatro de las alicuotas se titularon con hidrdéxido de sodio
10 N para producir muestras a diferentes pH (es decir, pH
5.0, 5.5, 6.0 y 6.5). Las muestras resultantes se filtraron
a 0.2 uym y se subdividieron en alicuotas en tubos de
polipropileno (PP) estériles para evaluar la estabilidad.

[00161] La estabilidad de las muestras se evalud a
dos temperaturas (5 y 25 °C) usando HPLC-SEC nativa, pH y
DLS durante 3 meses. Ademéds, se realizdé un estudio de
agitacién en el punto temporal de 1 mes, en donde un
subconjunto de las muestras a 5 °C se agitd horizontalmente
a 250 RPM durante 3 dias en una incubadora a 25 °C. Los
detalles de las pruebas de muestra se muestran en la Tabla
3.

Tabla 3. Programa de pruebas (estudio de pH)

Punto T =20 T = 1 mes T = 2 mes T = 3 mes
temporal
Temperatura nd 5 °C 5 °C 5 °C
25 °C 25 °C 25 °C
Agitacién nd Agitacién No No

requerida requerida

Numero de 5 15 10 10
muestras
Pruebas SEC SEC nativa | SEC nativa | SEC nativa
nativa PH PH PH
PH DLS DLS DLS
DLS
DSC
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[00162] El anédlisis de SEC-HPLC se realizd
utilizando una columna TSK G3000 SWXL con fosfato de sodio
0.2 M, fase m6évil de pH 7.0 a un caudal de 1.0 ml/min. Los
volumenes de inyeccidén de muestra fueron 15, 1.5 o 0.8 ul,
para concentraciones de proteina de 10, 100 o 200 mg/ml,
respectivamente. Esto garantiza que se inyecten
aproximadamente 150 pg de proteina en la columna durante
todo el estudio. Se indican los resultados de las &reas
maximas relativas (%) para el mondbmero, el agregado y el
fragmento.

[00163] La agregacién y la degradacidédn fisica del
BAN2401 concentrado se evaluaron realizando HPLC-SEC nativa
en muestras de estabilidad almacenadas a 5 y 25 °C. Los
resultados se muestran en las figuras 7-12. BAN2401 parecid
ser mas estable a un pH mas bajo en ambas temperaturas (5 y
25 °C). Las formulaciones con pH 4.5 y 5.0 comenzaron con
bajos porcentajes de agregados y exhibieron un aumento més

o

lento en la formacidén de agregados, a una tasa de ~0.07

o\

al mes a 5 °C. Ademds de la agregacién, también se analizd
la fragmentacidén de la proteina. Los resultados sugirieron
que la fragmentacidén de BAN2401 fue més pronunciada en las
formulaciones de BAN2401 a un pH méds bajo. Basandose en
estas consideraciones, las formulaciones de BAN2401 a pH
5.0 se consideraron las més estables (es decir, exhibieron
menos agregacién y/o degradacidn fisica de BAN2401 en
relacidén con otras formulaciones a diferentes valores de
PH) .

Ejemplo 3: Estudio de cribado de excipientes

[00164] En este estudio se cribaron doce excipientes.

Para preparar las muestras con BAN2401 a 200 mg/ml, se
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concentré BAN2401 eliminado con PS80 mediante una etapa de
TFF, seguido de una etapa de diafiltracién con el tampdn
base (citrato 50 mM, PS80 al 0.02 %, pH 6.0). El material
concentrado se divididé en alicuotas en veinticuatro
fracciones. Cada fraccidédn se enriquecidé con una solucidn
madre que contenia un excipiente especifico. Para la mayoria
de los excipientes se examinaron dos concentraciones,
excepto el cloruro de sodio y el &cido ascdérbico para los
que se prepararon muestras con tres y un nivel de
concentracidn, respectivamente. En la Tabla 4 se muestra una
lista de los excipientes usados y sus concentraciones.
Tabla 4. Lista de excipientes y concentraciones

correspondientes

Concentracién
Excipiente
(N.° de formulacidn)
Ninguno La muestra de control
(FO) contenia la
proteina en el tampdn
base sin ningun
excipiente afiadido.
Sacarosa 1% (Fl1), 6 % (F2)
Trehalosa 0.5 % (F3), 3.5 % (F4)
Manitol 0.5 % (F5), 1.8 % (F6)
Prolina 50 Mm (F9), 400 Mm
(F10)
Glicina 50 Mm (F11), 400 Mm
(F12)
Arginina 25 Mm (F13), 160 mM
(F14)
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NaCl 50 mM (F16), 150 mM
(F17), 500 mM (F18)

PS80 0.05 % v/v (F19),
0.1 % v/v (F20)

PEG400 1 % (F21), 6 % (F22)
Dextrano, BPM 1 % (F23), 5 % (F24)
Acido ascérbico 50 Mm (F15)
Sorbitol 1% (F7), 6 % (F8)
[00165] Todas las muestras, incluyendo el control (es

decir, la muestra en el tampbdn base sin excipiente), se
filtraron a 0.2 g y a continuacién se cargaron en jeringas
BD asépticamente usando una herramienta de taponamiento
manual. Las muestras de control también se cargaron en viales
de vidrio. Los viales y las jeringas BD se colocaron a 5 y
25 °C. La estabilidad de la muestra se evalud durante 2 meses
usando HPLC-SEC nativa y pH.

[00166] Las muestras del estudio de cribado de
excipientes se ©prepararon en una condicién de tampdn
subdéptima (citrato 50 mM, PS80 al 0.02 %, pH 6.0) para
amplificar los efectos positivos de los excipientes en la
prevencidén de la formacién de agregados. El1 perfil de
estabilidad (agregacién) de cada formulacidén durante 2 meses
a 25 °C se evalud mediante HPLC-SEC nativa.

[00167] Como se muestra en las figuras 13-15, 1la
formulacién gque contenia arginina 160 mM (F14) produjo la
tasa de agregacidén mas baja entre las formulaciones. Como
comparacién, la formulacidén de arginina 160 mM mostrd solo
un 1.4 % de agregados a 25 °C después de 2 meses, mientras

que el control (es decir, la formulacidén en el tampdn base
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sin excipiente - F0) mostrdé un 2.4 $ de agregados al mismo
tiempo en las mismas condiciones.

[00168] Ademas, las formulaciones con arginina tenian
los porcentajes de agregados de partida mas bajos, lo que
indica que la arginina era capaz de suprimir la formacidén de
agregados durante la etapa de concentracidén de proteina. La
fragmentacién fue ligeramente mayor con la formulacidédn de
arginina (F14) en comparacidén con el control (FO). Sin
embargo, la diferencia podria haber estado dentro de la
variabilidad del ensayo.

[00169] El segundo mejor excipiente en este estudio
fue la formulacidén con prolina 400 mM (F10), aunque su efecto
en el control de la agregacidédn no fue tan eficaz como el de
la formulacién de arginina (F14).

[00170] Las formulaciones con cloruro de sodio (Fl6-
F18) no mostraron efecto sobre la estabilidad en comparacién
con la muestra de control. Se hizo la misma observacidn para
las formulaciones con PS80 (F19 y F20): no se observd efecto
en la estabilidad al wvariar el contenido de PS80. La
formulacidédn con acido ascdédrbico (F15) mostrd un efecto
drastico al aumentar los porcentajes de agregados vy
fragmentos desde el inicio del estudio.

[00171] Se mididé el pH de las dos formulaciones de
arginina (F13 y F1l4) para verificar que la presencia de
arginina en las formulaciones no habia provocado que el pH
se desviara con el tiempo. Como se muestra en la Tabla 4, no
se observd cambio en el pH. También se mididé la osmolalidad
de las dos formulaciones. Las muestras se almacenaron a -
20 °C antes de descongelarlas al mismo tiempo para las

mediciones.
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Tabla 5. pH y osmolalidad de las formulaciones de
arginina (F13 y F14)
Formulacién de PH mOsm/kg
arginina
(F13 y F14; punto
temporal)
F13, T =0 sin muestra sin muestra
Fl4, T =0 5.86 sin muestra
F13, T = 1 mes 5.97 231
Fl4, T = 1 mes 5.88 477
Fl13, T = 2 meses 5.97 230
Fl4, T = 2 meses 5.89 459

Ejemplo 4: Estudio de concentracién de arginina

[00172] La

relacién

entre

la concentracién de

arginina y los agregados en la formulacidédn se estudid por
Design Expert® 7.0. Los factores elegidos para el estudio y
los niveles explorados para cada factor se muestran en la

Tabla 6 a continuaciédn.

Tabla 6. Factores investigados en el Ejemplo 4

Factor Intervalo del Niveles del factor
factor

BAN2401 30 a 120 mg/ml |30, 53, 75, 98,
120 mg/ml

pH 4.5 a 6.0 4.5, 4.9, 5.2, 5.6 y
6.0

Arginina 0 a 450 mM 0, 225, 338 y 450 mM

Polisorbato 80 0 al 0.1 % 0, 0.025, 0.05, 0.075
y 0.1 %
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[00173] Se generd una aleatorizacidédn de la muestra
mediante un disefio D-6ptimo en Design Expert® 7.0. E1
conjunto de muestras obtenido contenia 25 puntos de datos
que incluian 4 réplicas, como se muestra en la Tabla 7. Se
prepard y se evalud cada formulacién.

Tabla 7. Formulaciones preparadas para el Ejemplo 4

Entrada BAN2401 pH Arginina Polisorbato
(mg/ml) (mM) 80
(%)
1 30 5.2 0 0.000
2 30 6.0 0 0.050
3 30 4.5 0.100
4 30 4.5 0 0.100
5 30 6.0 225 0.000
6 30 4.5 450 0.000
7 30 4.5 450 0.000
8 30 6.0 450 0.100
9 30 6.0 450 0.100
10 53 5.6 225 0.025
11 53 4.9 338 0.075
12 75 4.5 0 0.000
13 75 4.5 0 0.000
14 75 6.0 0 0.100
15 75 5.2 225 0.000
16 75 6.0 450 0.000
17 75 6.0 450 0.000
18 98 4.5 450 0.100
19 98 5.6 225 0.025
20 120 4.9 338 0.075
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21 120 6.0 0 0.000
22 120 4.5 0 0.100
23 120 5.2 225 0.050
24 120 4.5 450 0.000
25 120 6.0 450 0.100
[00174] La relacién entre la concentracién de

arginina y los niveles de agregado en las formulaciones de
BAN2401 de 100 mg/ml a pH 5.0 que contenian polisorbato 80
al 0.02 % se estimd mediante Design Expert® 7.0. El resultado
de la estimacidn se muestra en la figura 16.

Ejemplo 5: Estudio de PS80

[00175] Para evaluar los cambios en la calidad del
producto farmacoldégico en condiciones de estrés, se
realizaron estudios de agitacién vy congelacidén-
descongelacién usando un tampdén de formulacidén (pH 5.0,
arginina 350 mM, acido citrico 50 mM). En este experimento,
se investigaron formulaciones con concentraciones variables
de polisorbato 80 para confirmar el efecto del polisorbato
80 en la generacidén de particulas subvisibles en dichas
condiciones de estrés. Las formulaciones investigadas y las
condiciones de estrés aplicadas se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Formulaciones estudiadas para estudios de

estrés por agitacién y congelacién-descongelacién

Formulacién Concentraciones Condicidén de estrés
de
Polisorbato 80
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100 mg/ml de S e Agitacidén a
BANZ2401 e 0.02 ¢ 250 rpm durante
Tampdn de citrato e 0.05 2 3 dias a 5 °C
50 mM e 0.1 % e Agitacidén a
Arginina 350 mM 250 rpm durante
pH 5.0 3 dias a
temperatura
ampbiente
e Tres ciclos de
congelacidén-
descongelacién (de
-20 °C a
temperatura
ambiente)
[00176] Las muestras se prepararon de la misma manera

que se describe en el Ejemplo 4. Se afiadidé una solucidédn de
PS80 al 10 % para alcanzar la concentracidén de PS80 diana en
las formulaciones y el ajuste de la concentracidén de proteina
final se realizé mediante dilucidén con el tampdén de
formulacidén. Las formulaciones se pasaron a través de filtros
de 0.2 g y se cargaron en viales de 2 ml con un volumen de
llenado de 1.3 ml. Las muestras se colocaron en un agitador
orbital en orientacidén horizontal (vial tendido de lado) que
a continuacién se colocd en un refrigerador o en la mesa de
laboratorio. Las muestras se agitaron a 250 rpm durante
3 dias. Otras muestras se congelaron colocdndolas en una
cdmara a -20 °C durante 2 horas, a continuacién se retiraron
y se dejaron a temperatura ambiente durante 2 horas para que

se descongelaran. El ciclo de congelacidén-descongelacidn se
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repitid tres veces. Las muestras de los estudios de agitacién
y congelacién-descongelacién se evaluaron en cuanto a
apariencia visual, niveles de agregados vy fragmentos
mediante SEC-HPLC, y particulas subvisibles mediante
imédgenes de microflujo (MFI, por sus siglas en inglés).

[00177] Los resultados de los estudios de agitacidn
y congelacidén-descongelacién en formulaciones de BAN2401 con
niveles variables de PS80 se resumen a continuacién.

Andlisis de SEC-HPLC

[00178] El andlisis de SEC-HPLC se realizdé utilizando
una columna TSK G3000 SWXL con fosfato de sodio 0.2 M, fase
mévil de pH 7.0 a un caudal de 1.0 ml/min. Los voluUmenes de
inyeccién de muestra fueron 5.0 pl o 2.5 ul, para
concentraciones de proteina de 50 o 100 mg/ml,
respectivamente. Esto garantiza que se inyecten
aproximadamente 250 pg de proteina en la columna durante
todo el estudio. Se indican los resultados de las A&reas
maximas relativas (%) para el mondémero, el agregado y el
fragmento.

[00179] En el nivel de agregados en formulaciones de
pH 5 almacenadas a 25 °C durante 3 meses con concentraciones
variables de polisorbato 80, no hubo una diferencia
significativa en los niveles de agregados cuando la
concentracidén de PS80 se aumentd del 0 % al 0.06 %, en una
formulacidén a pH de 5.0. Se concluye que PS80 no afecta a la
formacidén de agregados, es decir, dimeros y trimeros segun
lo medido por SEC-HPLC, durante el almacenamiento de
formulaciones de BAN2401 a 25 °C.

[00180] En el efecto de la concentracién de

polisorbato 80 sobre los niveles de fragmentos en
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formulaciones a pH 5, la concentracidén de polisorbato 80 no
afecta a los niveles de fragmentos en BAN2401.

[00181] En la apariencia de las formulaciones después
de la agitacidén a 250 rpm durante 3 dias a temperatura
ambiente, la muestra sin PS80 estaba turbia con la proteina
precipitada, mientras que las otras muestras (polisorbato 80
al 0.02 %, 0.05 % y 0.1 %) eran soluciones libres de
particulas visiblemente transparentes. Todas las muestras
que se agitaron a 250 rpm durante 3 dias a 5 °C eran
transparentes y estaban libres de precipitados. Todas las
muestras sometidas a ciclos de congelacidén/descongelaciédn
también estaban transparentes y libres de precipitado.

[00182] Los niveles de agregados y fragmentos en las
formulaciones de BAN2401 sometidas a agitacioén y
congelacidén-descongelacidén se muestran en la Tabla 9. La
condicién de estrés que provocd la mayor inestabilidad fue
la agitacién en condiciones ambientales. En estas
condiciones, la muestra sin PS80 mostrdé la mayor formacidn
de especies de alto peso molecular y la mayor pérdida de
monémero. Este efecto se anuldé a medida que aumentaba la
concentracién de PS80.

Tabla 9. Resultados de los niveles de agregados vy

fragmentos para los estudios de agitacién y congelacién-

descongelacién
Condicién de estrés Polisorb Pureza de HPLC (% de
ato 80 area)

(%) APM1( | APM2( | Mondéme | BPM!

a) a) ro b)
0 - 0.4 99.4 0.2

5 °C (control)

0.02 - 0.5 99.3 0.2
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0.05 - 0.5 99.4 0.2
0.1 - 0.5 99.4 0.2
0 0.5 0.6 98.7 0.2
0.02 - 0.5 99.3 0.2
Agitacién a 5 °C
0.05 - 0.5 99.3 0.2
0.1 - 0.5 99.3 0.2
0 1.5 1.2 97.1 0.2
Agitacién a 0.02 4.0 0.8 95.1 0.2
temperatura ambiente 0.05 0.1 0.5 99.2 0.2
0.1 - 0.5 99.3 0.2
0 - 0.4 99.4 0.2
Tres ciclos de

0.02 - 0.5 99.4 0.2

congelacidén/desconge
0.05 - 0.4 99.4 0.2

lacién

0.1 - 0.5 99.4 0.2

(@) Especies de alto peso molecular; ®) Especies de bajo
peso molecular; y (¢ La muestra estaba turbia

Andlisis de particulas subvisibles

[00183] El andlisis de particulas subvisibles se
realizé usando imagenes de microflujo (microscopio de flujo
DPA4100 y celda de flujo BP-4100-FC-400-UN) . E1 volumen total
de la muestra fue de 0.9 ml y los resultados se informaron
para un intervalo de 2.25-100 um, 5-100 pm, 10-100 pum y 25-
100 pm.

[00184] Se redujo un aumento de particulas
subvisibles (2 a 10 pm) en las muestras sin PS80 que se
sometieron a concentracidén y congelacidédn-descongelacidn. La
generacidén de particulas subvisibles se suprimid cada vez
mas a medida que aumentaba la concentracidén de PS80 en la
formulacién. Este efecto se demostrd en todos los intervalos

de tamafio estudiados. No hubo cambios significativos en las
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particulas subvisibles en las formulaciones gque contenian el
0.05 $ yel 0.1 % de polisorbato 80. Por lo tanto, se eligid
una concentracién de PS80 del 0.05 % como o6ptima para la
formulacidn.

[00185] Los datos sugieren que PS80 no tiene ningun
efecto sobre la formacidén de agregados (dimeros y trimeros)
y fragmentos de BAN2401 segun lo medido por SEC-HPLC. Por lo
tanto, la concentracidén de PS80 se selecciond basidndose en
los resultados de los estudios de agitacidén y congelacidn-
descongelacidén. Se eligid una concentracidédn de PS80 del

0.05 % para evitar posibles caidas durante el envio vy

minimizar la formacidédn de particulas subvisibles.

Ejemplo 6: Preparacién de formulaciones intravenosas

(IV) de BAN2401
A. Formulacién de 10 mg/ml de BAN2401

[00186] Se fabricdé una formulacién de 10 mg/ml de
BAN2401 para inyeccidn intravenosa ("inyeccidn de 10 mg/ml")
mediante un proceso aséptico de cGMP convencional para la
preparacién de una formulacidn acuosa estéril. Se produjo
una 1inyeccién de 10 mg/ml de BAN2401 a partir de la
formulacidén de sustancia farmacolégica de BAN2401
correspondiente a continuacién sin adicién de ningan
excipiente ni dilucién. En la Tabla 10 se muestra una
formulacién IV de ejemplo que contiene 10 mg/ml de BAN2401.

Tabla 10. Formulacién IV de 10 mg/ml comparativa que
comprende BAN2401.

componente composicién

BAN2401 10 mg/ml




10

15

20

25

30

WO 2021/186245 - 67 - PCT/IB2021/000155

Tampbén de citrato de 25 mM
sodio/4cido citrico
Cloruro de sodio 125 mM
Polisorbato 80 0.02 % (p/v)
Agua para inyeccidn c.s.
PH 5.7
[00187] La solucién de sustancia farmacoldgica de

BAN2401 filtrada se cargd asépticamente en viales como se
ilustra en la figura 17 (denominada en la figura 17 como
"Formulacidédn A"). La sustancia farmacoldgica combinada se
sometidé a una etapa de filtracidén para reducir la carga
biolégica a través de un filtro de 0.2 pm. La filtracidn
estéril final se realizdé a través de dos filtros de 0.2 pm
en serie y se realizaron pruebas de integridad del filtro
antes y después de la filtracidén. El producto farmacoldgico
a granel estéril se cargd asépticamente en viales. Durante
la operacidédn de llenado, la precisidédn del llenado se confirmd
midiendo el peso de llenado del wvial. Los viales llenos se
taparon y a continuacién se sellaron con un sobresello de
aluminio. Después de tapar a presidn, el producto se almacend
a5+ 3 °C.

[00188] Los viales se analizaron usando el Método 1
(oscurecimiento de 1luz) segun el estédndar USP 788. Los
resultados se muestran en las Tablas 11 y 12.

Tabla 11. Distribucién del tamafio de particula

(particulas/recipiente) para viales de inyeccién de 10 mg/ml

N.° | Al | A2 A3 A4 A5 A6 |A7 | A8 A9 Al |Al |Al
de 01| 2
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lot

e

25 1 1|1 0 1)1 1 (1 |1|1|5]|5]|2 1 1
um

10 12|14 |46 | 241 |46 |22 |10| 61|24 (31|21 |27|23]19 |12
um 6| 51| 9 9|5 | 7|7 915|513 |1 115
S5p| - -1-129%92| -] - S N I i I
m 2

2p|l -1 -1-11le6| - | - - -1 -1- e I
m 36

(particulas/ml) para viales de inyeccién de 10 mg/ml

Tabla 12. Distribucién del tamafio de particula

N. | Al | A2 A3 A4 A5 A6 | A7 | A8 A9 Al (Al | Al
° 0|12
de
lo
te
25 10.10.1]0. 0 [|0.]0.1]0 0.10.(10.(0.10.10.10.10.
n| 1l 1 1 1 1 1 1 1 1 5 51 2 1 1
m
10 |12 |14 |46 | 24 |46 22|10 |61 |24 (31|21 |27|23]|19]|12
nl|.6|.51.91.11].9].5 70.71.91.5].51.3].1|.1].5
m
5 - | - - 129 | - | - - -1 -1 - - - | -
um 2.

2
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um 64

Ejemplo 7: Preparacién de formulaciones intravenosas

(IV) y subcutaneas (SC) de BAN2401
A. Formulaciones de 100 mg/ml de BAN2401

[00189] Se fabricdé una formulacidén de 100 mg/ml de
BAN2401 ("inyeccidén de 100 mg/ml") mediante un proceso
aséptico de cGMP convencional para la preparacién de una
formulacién acuosa estéril. Se produjeron 100 mg/ml de
BAN2401 a partir de las sustancias farmacoldgicas de BAN2401
correspondientes sin adicidén de ningin excipiente ni
dilucidédn (Tabla 13).

Tabla 13. Formulacién IV de 100 mg/ml de ejemplo que
comprende BAN2401.

componente composicién
BAN2401 100 mg/ml
Tampdén de acido 50 mM
citrico
Arginina 110 mM
Clorhidrato de 240 mM
arginina
Polisorbato 80 0.05 & (p/v)
Agua para inyecciédn c.s.
PH 5.0
[00190] La solucién de sustancia farmacoldégica de

BAN2401 filtrada (inyeccidén de 100 mg/ml) se cargd
asépticamente en viales como se ilustra en la figura 18

(denominada en la figura 18 como "Formulacién B"). La
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sustancia farmacoldédgica se sometid a una etapa de filtraciodn
para reducir la carga bioldégica a través de un filtro de
0.2 pm. La filtracidén estéril final se realizd a través de
dos filtros de 0.2 pm en serie y se realizaron pruebas de
integridad del filtro antes y después de la filtracidén. E1
producto farmacoldégico a granel estéril se cargd
asépticamente en viales. Durante la operacién de llenado, la
precisién del llenado se confirmé midiendo el peso de llenado
del wvial. Los viales llenos se taparon y a continuacidn se
sellaron con un sobresello de aluminio. Después de tapar a
presién, el producto se almacend a 5 * 3 °C.

[00191] Los viales se analizaron usando el Método 1
(oscurecimiento de 1luz) segun el estédndar USP 788. Los
resultados se muestran en las Tablas 14 y 15.

Tabla 14. Distribucién del tamafio de particula

(particulas/vial) para viales de inyeccién de 100 mg/ml

N.° de Bl B2 B3 B4
lote

25 pm 0 0 1 0
10 pm 53 8 9 9
5 pm 631 72 51 60
2 pm 1954 321 249 267

Tabla 15. Distribucién del tamafio de particula

(particulas/ml) para viales de inyeccién de 100 mg/ml

N.° de Bl B2 B3 B4
lote

25 pm 0 0 0.2 0
10 pm 10.6 1.6 1.8 1.8
5 pm 126.2 14.4 10.2 12
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2 pm 390.8 64.2 49.8 53.4
[00192] Se fabricd otra inyeccidén de 100 mg/ml de
BAN2401. Los siguientes materiales se pueden usar en una
formulacién SC de ejemplo que contiene 100 mg/ml de BAN2401,

como se muestra en la Tabla 16.

Tabl

a 16. Otra formulacién IV de 100 mg/ml de ejemplo

que comprende BAN2401.

componente composicién
BAN2401 100 mg/ml
Histidina

25 mM en total

HCl de histidina

HC1 de arginina 200 mM
Polisorbato 80 0.05 & (p/v)
Agua para inyecciédn c.s.
pH 5.0 £ 0.4
B. Formulacién de 200 mg/ml de BAN2401
[00193] Los siguientes materiales se pueden usar en
una formulacién SC de ejemplo gque contiene 200 mg/ml de
BAN2401, como se muestra en la Tabla 17. La estabilidad de
BAN2401 en estas formulaciones (FSCl, FSC2 y FSC3) se evalubd

junto con una evaluacidén de la estabilidad del material en

tres cier

res de recipiente:

1) Jeringa precargada (PFS, por sus siglas
en 1inglés) de vidrio Becton-Dickenson Hypak
Biotech y tapdn

i) PFS de pléstico West Crystal Zenith vy

tapdn
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iii) Vial de vidrio West de 5 ml y tapdn

Tabla 17. Formulaciones SC de 200 mg/ml de ejemplo que
comprenden BAN2401.

component composicién
e
ID de FSCla FSClb FSC2 FSC3 FsC4
muestra
BAN2401 200 mg/m | 200 mg/m | 200 mg/m| 200 mg/m| 200 mg/m
1 1 1 1 1
Histidina |50 mM en |50 mM en | 50 mM en -
HC1 de total ! total ! total ! 25 i en
total !
histidina
Acido - - - 50 mM -
citrico
HC1 de 125 mM 125 mM 125 mM 125 mM 200 mM
arginina
Polisorba 0.02 % 0.02 % 0.02 % 0.02 % 0.05 %
to 80 (p/v) (p/v) (p/v) (p/v) (p/Vv)
Metionina -= 5 mM - -= -=
Agua para c.s. c.s. c.s. c.s. c.s.
inyeccién
pH 5.0 % 5.0 % 5.5 £ 5.0 % 5.0 %
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4

1 Concentracién total como histidina
[00194] Se prepard BAN2401 a una concentracidén de
proteina diana de 200 mg/ml mediante TFF como se resume a
continuacibén. Se realizd una operacidén TFF separada para
preparar material de BAN2401 en cada tampdédn de formulacidn,

excepto para FSCla y FSClb. Para dos de las formulaciones,
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se realizdé una operacidén TFF y el material concentrado
resultante se dividié en dos semilotes. Una pequefia cantidad
de material filtrado estéril en cada tampdén de formulacidn
final no se cargd en el tiempo cero, sino que se almacend
congelada a -20 °C para llenar los cierres de recipiente
apropiados para la prueba con jeringa.
(a) Preparacién de BAN2401
[00195] El proceso de concentracién/diafiltracidn de

proteina mediante TFF se puede subdividir en 3 etapas:

1. Concentracidn del material a 100-
150 mg/ml
2. Diafiltracidén (5 veces) frente al tampdn

de formulacidn
3. Concentracién a >200 mg/ml

[00196] La etapa de concentracidédn/diafiltracidén se
realizé usando un sistema Pall Centramate LV instalado con
0.02 m? de &rea de membrana. El material de BAN2401 (extraido
de la fabricacidén de lotes GMP antes de la adicidédn de PS80)
se cargd en el sistema TFF y se realizd una concentracidn de
10-15 wveces (etapa 1). A continuacidén, el material se
diafiltré frente a hasta b5 diavolUmenes del tampdn de
formulacién (etapa 2), realizandose controles de pH vy
conductividad del permeado para controlar la diafiltracién.
Después de la diafiltracién, el material se concentrd aun
més hasta la concentracidén de proteina diana de 210 a
250 mg/ml (etapa 3). Se recogidé el retenido y se tomaron
muestras para determinar la concentracién de proteina.

[00197] En la preparacidén de esta formulacidn, no se
alcanzd la concentracidén de proteina diana de 210 a 250 mg/ml

debido a la alta presidén en el sistema TFF. Por lo tanto, la
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concentracién de proteina diana se logrd mediante el uso de
unidades de filtro centrifugas Millipore de 1 gal
(30,000 MWCO) . Para realizar esta etapa de concentraciédn,
las unidades de filtro se equilibraron con el tampdn de
formulacién de BAN2401, seguido de la centrifugacidén del
material de BAN2401 a 3600 RPM (~3000 x g) durante intervalos
de 30 minutos a 20 °C, hasta que se esperd que la
concentracién de proteina en el retenido fuera superior a
200 mg/ml. E1l retenido se recuperd de las unidades de filtro
y se combind. Después de mezclar a fondo, se tomaron muestras
del retenido combinado para medir la concentracidén de
proteina.

[00198] Después de concentrar la proteina, se tomd
una muestra del grupo y se diluydé 500 veces con el tampdn de
formulacién apropiado. La absorbancia de la muestra diluida
a 280 nm y 320 nm se midié frente al blanco de tampdédn. EL
ajuste final de la concentracién de proteina se realizd
mediante dilucidén con el tampdén de formulacidn apropiado.

o)

Por Gltimo, se afiadid una solucidén al 10 % de PS80 al BAN2401
para lograr un PS80 al 0.02 % en la solucidén final, y la
solucidén de proteina se mezcld a fondo mediante rotacidén de
tipo noria.

[00199] El material final formulado con BAN2401 se
filtrd usando filtros de jeringa de 0.2 pm y posteriormente
se cargd en viales o PFS. Esta etapa se realizd asépticamente
en una cabina de bioseguridad. Los viales o PFS resultantes
se colocaron en un congelador a -20 °C. Los viales se

almacenaron invertidos y las PF'S se almacenaron

horizontalmente para simular las peores condiciones.
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C. Experimentos de estabilidad en formulaciones

SC de 200 mg/ml de ejemplo que comprenden BAN2401.
[00200] La estabilidad de la muestra se evaludé a 5 °C
(3M, 6M, 9M, 12M) y a 25 °C (1M, 3M) usando un ensayo de pH
(figuras 19-21), absorbancia a 405 nm (figuras 22-24) (para
detectar aumentos en el amarillamiento), cromatografia de
exclusidén por tamafio (SEC) (figuras 25-33), vy a 5 °C
posteriormente. Véase la Tabla 17 para las formulaciones
FSC1-FSC4 de ejemplo; cabe apreciar que en las figuras 19-
33, "Fla" se refiere a FSCla, "Flb" se refiere a FSClb, "F2"
se refiere a FSC2 y "F3" se refiere a FSC3. Se realizaron
ensayos de caracterizacidn adicionales, incluida la
concentracién de proteina, calorimetria diferencial de
barrido (DSC, por sus siglas en inglés), PS80 y osmolalidad
en muestras de t = 0. Se realizaron pruebas de particulas
subvisibles en muestras de t = 0 y t = 6 meses. Se realizd
un estudio de agitacién de 3 dias en muestras almacenadas
durante 1 mes a 5 °C. Las muestras para el estudio de
agitacién se transfirieron del almacenamiento a 5 °C después

de 1 mes a 25 °C con agitacién durante 3 dias a 250 rpm.
[00201] Los resultados de las pruebas mostraron que
200 mg/ml de BAN2401 en todas las formulaciones de FSCla-
FSC3 tenian niveles similares de agregados vy fragmentos
después del almacenamiento a 2-8 °C durante 12 meses. Se
evalué la estabilidad de BAN2401 a 200 mg/ml en las tres
formulaciones FSCla-FSC3. En general, la estabilidad de

BAN2401 en cada formulacidén ensayada parecid similar y se

o\°

mantuvo en mas del 98.2 de mondémero después del
almacenamiento a 5 °C durante 12 meses, independientemente

del cierre del recipiente ensayado. Ademds, después del
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almacenamiento a 5 °C durante 12 meses, el pH se mantuvo
estable, no hubo un aumento apreciable del amarillamiento
por A405.
(a) Concentracién de proteina

(Muestras de T = 0)

[00202] La concentracidén de proteina se midid usando
un espectrofotédmetro UV-Vis. Los resultados se enumeran en
la Tabla 18.

Tabla 18. Resultados de la concentracién de proteina

Concentracién de
ID de muestra
proteina (mg/ml)
FSCla 206
FSClb 204
FSC2 201
FSC3 189
[00203] La concentracién de proteina se evalud

midiendo la absorbancia a 280 y 320 nm en un
espectrofotémetro Beckman DU-800 utilizando una cubeta de
cuarzo de 1 cm. Las muestras se diluyeron 500 veces y se
prepararon por triplicado. La concentracidén de proteina se

calculd usando un coeficiente de extincidn, g, de 1.32 usando

’

la siguiente férmula:

Concentracidén = (A280-A320)/ & x Factor de dilucidn
(b) Polisorbato 80 (Muestras de
T = 0)

[00204] El contenido de PS80 de las muestras se
mididé mediante la cuantificaciédn de &cido oleico. Los

resultados se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Resultados de polisorbato 80

ID de muestra Polisorbato 80 (%)
FSCla 0.016
FSClb 0.022
Fsc2 0.019
FSC3 0.019
[00205] La medicidén se realizd por cuantificacidn de

acido oleico, un producto de hidrdélisis de PS80. Usando
hidrdélisis basica, PS80 libera &acido oleico en una relacidn
molar de 1:1. A continuacién, el 4&cido oleico se puede
separar de otros productos y matrices de hidrélisis de PS80
mediante HPLC de fase inversa. El &cido oleico se controld
sin derivatizacién usando la absorbancia a 195 nm. [J.
Chromatography B, 878 (2010) 1865- 1870]. Experimentalmente,
las muestras se mezclaron con hidréxido de sodio para liberar
acido oleico, que posteriormente se extrajo con
acetonitrilo. El extracto se diluydé con una solucidn de
fosfato de potasio y se inyectd un volumen de muestra de
100 pl en una columna Waters Symmetry C1l8. La separacidén se
realizé mediante una elucidén isocréatica que contenia un 80 %
de fase orgadnica A (acetonitrilo) y un 20 % de fase acuosa
B (fosfato de potasio monobasico 20 mM, pH 2.8). La
concentracién de PS80 en la muestra se calculd a partir del
drea méxima usando una curva estéandar.

(c) Osmolalidad (Muestras de T =

0)
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[00206] La osmolalidad de las muestras se determind
usando un osmémetro de punto de congelacidén. Los resultados
se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados de osmolalidad

ID de muestra Osmolalidad
(mOsmol/kg de H30)
FSCla 294
FSClb 309
FSC2 297
FSC3 327
[00207] La osmolalidad se mididé usando un osmbdmetro

de punto de congelacidén Osmette III de Precision Systems.
Las muestras se diluyeron 3 veces con WFI y se extrajeron
volumenes de muestra diluida de 10 pl y se cargaron en el
instrumento usando la pipeta del osmémetro. Las medidas de
osmolalidad resultantes se corrigieron para la dilucidén de

las muestras.

(d) Particulas subvisibles
[00208] El andlisis de particulas subvisibles se
realizd usando un instrumento FlowCarn de Fluid

Technologies. Los resultados de T = O se enumeran en la Tabla
21. Parece haber un aumento en la concentracidén total de
particulas y el nUmero de particulas de mas de 10 pm en el
tiempo cuando el material se almacena a 5 °C. El grado del
aumento del cambio fue pequefio en el siguiente orden, FSCla

< FSClb < FSC2 < FSC3.
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Partic| Particul| Particul
ID de muestra ulas/m| as/ml as/ml
1 en 210 pm 225 pum
total
FSCla 1.2 x 9 0
10 4
FSClb 2.6 x 0 0
10 4
FSC2 2.8 x 18 0
10 4
FSC3 3.9 x 63 0
104
[00209] El andlisis de particulas subvisibles se

realizbd usando una FlowCam de Fluid Imaging Technologies con
un objetivo de 20x y una celda de flujo de 50 um. Antes de
analizar muestras de BAN2401, la celda de flujo se 1lavd
abundantemente con dI de H20 y se realizd una medicidén en dI
H»>O para garantizar que la celda de flujo estuviera limpia.
Si el nUmero total de paniculas contadas por 0.2 ml de di
H20 era =2, la celda de flujo se consideraba lista para usar.
Las muestras se equilibraron a temperatura ambiente y a
continuacién se diluyeron 20 veces con agua desionizada. Las
muestras diluidas por duplicado se analizaron usando un
volumen de muestra de 0.2 ml y un caudal de muestra de
0.02 ml/min. La tasa de autoimagen fue de 14, lo gque da una
eficiencia del 19.6 % y un tiempo de andlisis de 10 min. Las
concentraciones de particulas resultantes se corrigieron

para determinar la dilucidédn de las muestras.
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(e) pH

[00210] Se controld el pH de cada formulacidén durante
todo el ensayo de estabilidad. Como se muestra en las figuras
19-21, no se observd ningun cambio aparente para las muestras
en ninguna de las condiciones de almacenamiento ensayadas.

(£) HPLC-SEC

[00211] El andlisis de cromatografia liquida de alto
rendimiento-cromatografia de exclusién por tamafio (HPLC-SEC)
se realizd utilizando una columna TSK 03000 SWXL con fosfato
de sodio 0.2 M, fase mévil a pH 7.0 a un caudal de 1.0 ml/min.
El volumen de inyeccidén de muestra fue de 0.8 pl para una
concentracidén de proteina de 200 mg/ml. Esto garantiza que
se inyecten aproximadamente 150 pg de proteina en la columna
durante todo el estudio. Se indicaron los resultados de las
dreas maximas relativas (%) para el mondémero, el agregado y
el fragmento, como se muestra en las figuras 25-33.

[00212] La degradacién fisica del BAN2401 se evalud
realizando un anéalisis por HPLC-SEC en 1las muestras de
estabilidad almacenadas a 5 vy 25 °C. Después del
almacenamiento a 5 °C durante 12 meses, el porcentaje de
agregado fue similar para las 3 formulaciones, a razdén de
aproximadamente el 1.1 %. El1 fragmento porcentual generado

para todas las formulaciones ensayadas estuvo en el intervalo

i\

del 0.4-0.5 %. El1l contenido de mondémero después de 12 meses
de almacenamiento a 5 °C estuvo en el intervalo del 98.4-
98.6 % para todas las formulaciones y cierres de recipientes
ensayados. Con las tasas actuales de degradaciédén, es posible
que BAN2401 en todas las formulaciones ensayadas pueda tener
mas del 97 % de mondmero después de un almacenamiento de

hasta 24 meses a 5 °C.
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[00213] Después del almacenamiento a 25 °C hasta
3 meses, la generacidén de fragmentos después de 3 meses
estuvo en el intervalo del 0.4-0.8 %. El1 contenido de
monémero fue ligeramente superior al 98 % para todas las
formulaciones, excepto FSC3, que tenia ligeramente menos del

98 % de mondémero después de 3 meses a 25 °C.

Ejemplo 8: Seleccién de concentraciones de proteina,

arginina y polisorbato 80
A. Preparacién de las muestras

[00214] Cada formulacién candidata (F1-F12) se
prepard de la siguiente manera. El intermedio de proceso de
la sustancia farmacoldgica (DS, por siglas en inglés)—se
concentrdé y se equilibrdé con los tampones de formulacidn
correspondientes (Tabla 22) mediante wunidades de filtro
centrifugas. Después de la concentracidén y el equilibrio, se
afiadié PS80 disuelto en el tampdén de formulacidédn para lograr
concentraciones predeterminadas y las concentraciones de
proteina se ajustaron a la concentracidén final. Cada
formulacién candidata se cargd en viales con un volumen de
llenado de 0.5 ml. Las formulaciones candidatas (F1-F12) se
muestran en la Tabla 22. La formulacidén FO se evalubd como
control.

Tabla 22 Formulacién (FO0) y formulaciones candidatas

F1-F12

N.°
Estabilizad Volu
de | BAN240 Polisorbat
Tampdn or pH | men
for 1 o 80
(arginina) de
m.
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llen
ado

mg/m | mmol/ |mg/m ’ mg/m
mg/ml mmol/1 (p/v ml
1 1 1 1
)

Citrato 5. |5/0.

FO 100 9.6 350 61.0 |0.05 0.5
50 0 5b
Histidi 5.

Fl 200 3.9 150 26.1 | 0.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F2a | 200 3.9 200 34.8 |0.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F3 200 3.9 250 43.6 | 0.05 | 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F4 200 3.9 300 52.3 10.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F5 200 3.9 350 61.0 |0.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 34.8 5.

Fo 250 3.9 200 0.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 34.8 5.

EF7 300 3.9 200 0.05 0.5 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F8 200 3.9 200 34.8 |0 0 0.5
na 25 0
Histidi 5.

F9 200 3.9 200 34.8 {0.02 |0.2 0.5
na 25 0

F10 Histidi 5.

200 3.9 200 34.8 | 0.05 0.5 0.5

a na 25 0
Histidi 5.

F11 | 200 3.9 200 34.8 | 0.08 [0.8 0.5
na 25 0
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Histidi 5.
F12 | 200 3.9 200 34.8 | 0.10 [1.0 0.5
na 25 0

a: F2 y F10 son las mismas formulaciones, preparadas para
diferentes estudios.

b: En la seleccidén de la concentracidédn de polisorbato 80, la
solucidén farmacoldbgica se extrajo del producto farmacoldbgico
y se 1llendé con 0.5 ml para alinear el volumen de llenado y

el sistema de cierre de recipiente.

B. Protocolo de estabilidad
[00215] Los protocolos de estabilidad se muestran en
la Tabla 23, Tabla 24 y Tabla 25. Una vez retirados del
almacenamiento, los viales se almacenaron a 5 °C hasta las
pruebas. Las condiciones de almacenamiento fueron las
siguientes:
o Condicidén a largo plazo: almacenados a
5 °C + 3 °C en vertical
. Condicién acelerada: Almacenados a 25 °C
+ 2 °C, 60 $ de HR + 5 % de HR en vertical
° Condicidn estresada (congelacién-
descongelacidn) : Congelados a -30 °C y
descongelados a temperatura ambiente, en vertical
° Condicién estresada (agitacién): 5 °C,
tumbados, en horizontal, a 250 rpm en un agitador

alternativo con una amplitud de agitacidén de 50 mm
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Tabla 23 Protocolo de Estabilidad (Condicién acelerada

y a largo plazo)

10

15

20

25

30

Punto de prueba
25 °c + 2 °c, 60 % de
Inici |5 °C t 3 °C
Elemento de HR + 5 $ de HR en
al en vertical
prueba vertical
3M 1M 3M
Aspecto FO-F7 | FO-F7 FO-F7 FO-F7
PH FO-F7 FO-F7 FO-F7 FO-F7
HPLC de FO-F7 FO-F7 FO-F7 FO-F7
exclusién por
tamarfio
HPLC de FO-F7 FO-F7 ND FO-F7
intercambio
idénico
Polisorbato FO-F7 |FO-F7 FO-F7 FO-F7
80

N/A: No aplicable.

Tabla 24 Protocolo de estabilidad (Condicién

estresada: FO0-F7)
Punto de prueba
Congelacién-descongelacién (-
Elemento de Inicial
30 °C a temperatura ambiente)
prueba
3 ciclos
Aspecto FO-F7 F6-F7
pH FO-F7 FO-F7
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HPLC de FO-F7 FO-F7
exclusién por

tamano

HPLC de FO-F7 FO-F7
intercambio

idénico

Polisorbato FO-F7 ND

80

Concentracién | FO-F7 ND

de proteina

Viscosidad FO-F7 ND
Osmolalidad FO-F7 ND

N/A: No aplicable.

Tabla 25 Protocolo de estabilidad (Condicién

estresada: F0, F8-F12)
Punto de prueba
Congelacién-
Agitacién (5 °C,
descongelacién
Inicia tumbado, en
Elemento de (-30 °C a
1 horizontal,
prueba temperatura
250 rpm)
ambiente)
3 ciclos 3 dias
FO, FO, F8-F12
Aspecto FO, F8-F12
F8-F12
FO, FO, F8-F12 FO, F8-F12
pH
F8-F12
Concentracidén FO, FO, F8-F12 FO, F8-F12
de proteina F8-F12
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Materia FO, FO, F8-F12 FO, F8-F12
extrafia F8-F12

insoluble

(particulas

visibles)

HPLC de FO, FO, F8-F12 FO, F8-F12
exclusién por F8-F12

tamafio (SEC)

Polisorbato 80 |FO, FO0, F9-F12 FO, F9-F12
(PS80) FO9-F12

Imégenes de FO, FO, F8-F12 FO, F8-F12
microflujo F8-F12

(MFTI)

N/A: No aplicable.

[00216] Dado que se sabe que la viscosidad de 1la
solucidén aumenta exponencialmente en soluciones de proteina
altamente concentradas, la concentracidén de proteina de cada
formulacién candidata (F1-F5) se ajustd a 200 £ 10 mg/ml con
tampén de formulacidédn que contenia PS80 al 0.05 % (p/v) para
el anadlisis. Otras formulaciones no se diluyeron antes de la
medicidn.

C. Resultados y analisis

(a) Seleccién de la
concentracién de arginina

[00217] Para seleccionar la concentracidén de arginina
diana en la formulacidbén, se evaluaron las propiedades fisicas
y se realizaron estudios de congelacién-descongelacidédn, de
estabilidad a largo plazo y acelerada para formulaciones

candidatas con diferente concentracidédn de arginina (150 a
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350 mmol/1, Fl1 a F5) y en comparacién con la formulacidén FO
(véase la Tabla 22). Las propiedades fisicas y los resultados
del estudio de congelacidén-descongelacidén se muestran en la
Tabla 26. Los resultados del estudio de estabilidad a largo

plazo y acelerada se muestran en la Tabla 27 y la Tabla 28.
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Tabla 26: Resultados de las propiedades fisicas y el

congelacién-descongelacién para el producto farmacolégico

estudio de estabilidad de
de BAN2401 (FO-F5)

(Contro Arg Arg Arg Arg Arg
FO Fl EF2 F3 F4 F5
1) 150 mM 200 mM 250 mM 300 mM 350 mM
Congela Congela Congela Congela Congela Congela
Crite
cidén-— cién- cién- cidén-— cién- cién-—
Element|rio Ini Ini Ini Ini Ini Ini
descong descong descong descong descong descong
o de de cia cia cia cia cia cia
elacidén elacidn elacidn elacidn elacidn elacidn
prueba |acept 1 1 1 1 1 1
(3 cicl (3 cicl (3 cicl (3 cicl (3 cicl (3 cicl
acién
08s) 0s) 0s) 08s) 0s) 08s)
Infor
me de|CSY CSY CSY CSY CSY CSY
Aspecto NP NP NP NP NP NP
resul L L L L L L

tado
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Infor
me de|5.0 4.8 4.9 4.9 4.9 4.9
PH 5.01 4.90 4.90 4.91 4.90 4.92
resul 0 9 0 0 0 3
tado
Infor
me de
resul
tado
HPLC de 98. 98. 98. 98. 98. 98.
Mondm 98.8% 98.7% 98.7% 98.7% 98.8% 98.8%
exclusi 8% 7% 7% 8% 8% 8%
ero
6n por
tamano 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Agreg 0.9% 1.0% 1.0% 1.0% 1.0% 1.0%
ado [} o o [} o [}
0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2
Fragm 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.2%
ento [} o o [} o [}
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tado

Infor
me de
resul
tado
HPLC de| Pico
70. 70. 70.
intercal|princ 67.2% 70.6% 70.7% 67.9% 67.3% 70.5%
1% 1% 7%
mbio ipal
iénico Pico 23. 23. 23.
27.1% 23.3% 23.1% 24.2% 24.6% 23.5%
acido 2% % 1%
Pico
6.4 6.3 6.3
béasic 5.7% 6.2% 6.2% 7.9% 8.1% 6.1%
o)
Infor
Polisor|me de 0.0 0.0 0.0
ND ND ND ND ND ND
bato 80|resul 52% 37% 52%
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—
o©

p/v)

Concent
raciédn
de
protein

a

Infor
me de
resul
tado

(mg/m

103

ND

224

ND

222

ND

213

ND

207

ND

217

ND

Viscosi

dadsa

Infor
me de
resul
tado
(cP)

2.6

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Conc.
de
prote

ina

ND

ND

204

ND

210

ND

203

ND

200

ND

199

ND
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(mg/m
1)

Infor
me de
5 Osmolal|resul
506 ND 367 ND 455 ND 533 ND 615 ND 091 ND
idad tado

(mOsm

/kq)

mM: mmol/l, CSYL: Liquido transparente de color ligeramente amarillo, Arg: Arginina, NP: No
10 programado.

a: La concentracién de proteina se ajustd antes de la medicidédn de la viscosidad (F1-F5).

15
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Tabla 27 Resultados del estudio de estabilidad para el producto farmacolégico de BAN2401

(FO-F7) almacenado a 5 + 3 °C, en posicién vertical

S) FO F1l F2 F3 F4 F5 Fé6 F7
Criteri
Elemento Ini Ini Ini Ini Ini Ini Ini
o de Inic
de 3M (cia| 3M |cia| 3M |cia| 3M |cia| 3M |cia| 3M |cia| 3M | cia| 3M
aceptac | ial
prueba 1 1 1 1 1 1 1
i16n
10 Informe
de CSY |CSY [CSY | CSY | CSY | CSY [ CSY | CSY | CSY | CSY | CSY | CSY | CSY | CSY | CSY
Aspecto CSYL
resulta L L L L L L L L L L L L L L L
do
Informe
15 de 4.914.814.814.914.8(14.914.814.914.814.9|14.8(4.8|14.8|14.8|4.8
pH 5.00
resulta 5 9 5 0 5 0 5 0 5 3 6 8 2 5 1
do
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Informe
de
resulta
do

HPLC de ) 98.8( 98 98 98. [ 98. | 98 98. [ 98. [ 98. [98.[98.[98.]98.]98.]98. ] 98.
Mondmer

exclusid % 6% 7% 4% 7% 4% 8% 4% 8% 4% 8% 4% 5% 3% 5% 2%

n por °

tamafio i1.0f{1.0(2.2}1.0)1.2)1.0)1.2)1.0)1.2|1.0f21.2 (1.1 f(1.3|1.2|1.3
Agregad O : 9% o) o) o) o) o) o) o) o) o) o) o) o) o) o) o)
° o o o < o ° ° < ° < ° o < o o

0.4(10.31]0.41]0.31]0.410.310.410.3]10.4]10.2|10.4(0.4(0.4(0.4(0.4

Fragmen o - 3% o o o [ o [ [ [ [ [ [ o [ o o
o ©° ° ° o ° o o o o o o ©° o ° ©°

HPLC de [Informe

intercam|de

bio resulta

idénico do
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Pico
67.21 66. | 67. [69. [ 70.|69. |67 69 70. | 69 70. | 71. | 71. 1 69. | 71. | 70.
princip
% 0% 1% 0% 1% 1% 6% 0% 1% 9% 7% 0% 1% 5% 2% 1%
al
Pico 27.3126. (24. | 23. | 23 23.124. | 24 23 23 23. 1 22. | 22 23. 1 22. | 23.
acido % 7% 5% % 2% % 1% 2% 5% 2% 1% % 7% % % 1%
Pico 7.218.417.4(06.4]16.718.3]16.9]]6.3]6.8[6.3]/6.5]6.2]16.8]6.0[¢6.8
5.4%
basico % % % % % % % % % % % % % % %
Informe
de
Polisorb 0.05f0.010.0)]0.0}0.0{0.0(0.0l0.0]0.0]0.0]0.0[0O0.00O0.010.0]0.01]10.0
resulta
ato 80 3% | 56% | 54% [ 57% | 52% | 55% | 50% | 54% | 37% | 55% | 52% | 52% | 56% | 55% | 51% | 52%
do
(5 p/v)

CSYL: Liquido transparente de color ligeramente amarillo.
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Tabla 28 Resultados del estudio de estabilidad para el producto farmacolégico de BAN2401

(FO-F7) almacenado a 25 2 °C, 60 $ £ 5 % de HR, en posicidén vertical
Ele FO Fl EF2 F3 ¥4 F5 Fo 7
men
to
In In In In In In In
de Ini| 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M 1M | 3M
i i i i i i i
pru
eba
ASp
CSY|CS|CS|CS|CS|CS|CS|CS|ICS|CS|CS|CS|CS|CS|CS|CS|Cs|CcS|cCcs|cs|cs|csfcsycs
ect
L [YL|IYL|IYL|IYL|YL|YL|YL|YL|YL|YL|YL|YL|(YL|YL|[YL|IYL|YL|YL|YL|YL|YL|YL|YL
o
5.0[4. 4.4, (4. (4. (4. 4. 4. 4. 4. 4. 4. 4. 4. 4. 14. 4. 14.14.]14.]4.]4.
oH 4.
0 | 97 oc 89186 (8519085184190 |86|85]190|86]185]193187]186(88|84[82[85(83](81
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resul
tado
Infor
me de
resul
tado
98198198198 (97198[98197198]198([97]98] 98
98.
Mondm .ol .1|.7(.21.5]1.7|.2]1.5].8|.2].6].8|.2
8%
SEC |ero % % % % % % % % % % % % % % % % %
0.9/0.11.1]1 1.11 1.11.11 1.11 1.11 1 1.]1.(1.)11.f(1.(1.11.({1.]11.]2.
Agreg
$19%10%[0%14%|7%|0%14%|7%[0%|13%|6%[0%|3%|6%5[0%|13%|6%5|1%14%[(9%2%]|5%]|0%
ado
0.3[]0.10.1]10.(0 0.10.1(0 0.10.10 0.10.1(0 0.1]0.10.710.10.10.]10.({0.10.10.
Fragm
% |5%18%[3%15%|8%|3%|5%(8%[3%|5%|8%|3%|5%|8%([2%|5%|8%|4%|5%(8%|4%|5%]|9%
ento
Infor
TEX
me de
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resul
tado
59167 63170 63|67 63|70 63|70 63|71 63|71 63
67
Princ NP|.6|.1|NP|.Of|.4(NP|].1|.06|NP|.2|.2((NP]|].3].7|NP|.9].1|NP|.Of.2|NP]|.1
2%
ipal % % % % % % % % % % % % % % %
33124 29123 29 | 24 29123 29123 28|22 29122 28
27
. NP|.8|.5|NP|.4|.2|NP|].06|.2|NP|].1]|.5(NP|].21].1|NP|.3]|].7|NP|.5|.8|NP]| .8
Acido | 3%
5.4 6. | 8. 7.16. 7 8. 7.16. 7.16. 7.16. 7.16. 8.
Basic NP NP NP NP NP NP NP NP
% 0% | 4% 0% | 4% 4% | 3% 8% | 3% 5% 1 3% 8% 1| 2% 5%10% 1%
o
Infor
me de
0.1]0.10.10.10.(0.10.f0.(0.10.]0.(10.]10.]0.(10.10.f0.10.10.({0.10.710.1{0.
PS8 |resul (0.0
05]105[05]105]05(05]105(05(05]105]04|103|05|05(05]104(04]105]105[05]105]05/(04
0 tado 53%
(%
p/Vv)
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CSYL: Liquido transparente de color ligeramente amarillo,
exclusidén por tamafio, IEX: HPLC de intercambio iénico, PS8

programado.

Ini:

0:

Inicial,

SEC: HPLC de

Polisorbato 80, NP: No
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(b) Propiedades fisicas
[00218] Como se muestra en la Tabla 26, los valores
de osmolalidad aumentaron a medida que aumentaba 1la
concentracién de arginina. Fl, F2 y F3 mostraron valores de
osmolalidad mas bajos en comparacién con F4 y F5. Por 1lo
tanto, la concentracidén de arginina se limitdé a 250 mmol/1
o0 menos. Los valores de viscosidad de F1-F5 estuvieron dentro
de un intervalo estrecho (7.3-8.1 cP) y no se correlacionaron
con la concentracidédn de arginina dentro de 150 a 350 mmol/1.
Los resultados de apariencia, pH y concentracién de PS80 vy
proteina estuvieron casi en el objetivo.
(c) Estudio de estabilidad de
congelacién-descongelacién
[00219] No se observaron cambios significativos en
ninguno de los elementos de prueba después de tres ciclos de
prueba de congelacién-descongelacidén como se muestra en la
Tabla 26.
(d) Estudio de estabilidad a largo plazo
[00220] Como se muestra en la Tabla 27, no se
observaron cambios significativos en ninguno de los
elementos de prueba, excepto por HPLC de exclusidén por tamafio
(SEC) después de tres meses de almacenamiento. Las cantidades
de agregado y fragmento por SEC aumentaron ligeramente en
las formulaciones candidatas F1-F5. Cada tasa de aumento fue

similar a la formulacidén FO.

(e) Estudio de estabilidad
acelerada
[00221] Como se muestra en la Tabla 28, no se

observaron cambios significativos en ninguno de los

elementos de prueba excepto por SEC y HPLC de exclusidn
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iénica (IEX). Aunque la cantidad de agregado por SEC aumentod
en todos los candidatos (F1-F5, 200 mg/ml de BAN2401) y la
tasa fue més rapida que en la formulaciédn FO como se
esperaba, todos los candidatos se consideraron factibles
considerando los resultados en condiciones a largo plazo y
la estabilidad de FO con una semivida larga. La mayor
concentracién de arginina dio como resultado una formacioén
de agregados ligeramente méds lenta, de acuerdo con 1los
resultados descritos en el Ejemplo 4. La cantidad de
fragmento por SEC también aumentd en todos los candidatos
pero la tasa fue similar a la de la formulacidédn FO. En cuanto
a IEX, la cantidad de pico &cido aumentd en todos 1los
candidatos pero la tasa fue similar a la de FO.
(£) Concentracién de arginina
[00222] Como se muestra en la Tabla 26, F4 y F5 (a
concentraciones de arginina de 300 y 350 mmol/l) no se
consideraron factibles en vista de la osmolalidad. Entre los
candidatos factibles F1l, F2 y F3 (a concentraciones de
arginina de 150, 200 y 250 mmol/l), Fl es el mé&s cercano a
la isotdnica. Como se muestra en la Tabla 28, las
formulaciones con concentraciones de arginina més altas
mostraron una tasa de formacidén de agregados méas baja en los
estudios de estabilidad acelerada, pero la diferencia en la
tasa no fue significativa en el intervalo de concentracidén
de arginina evaluado. Tomando en consideracidén tanto la
isotonicidad como la tasa de formacidédn de agregados, se
seleccionaron 200 mmol/1l como la concentracidén de arginina
diana basandose en la formulacidn F2.
(9) Seleccién de la

concentracién de proteina
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[00223] Para seleccionar la concentracidén de proteina
diana en la formulacidén, se evaluaron las propiedades fisicas
y se realizaron estudios de congelacién-descongelacién,
estabilidad a largo plazo y acelerada para formulaciones
candidatas con diferente concentracidédn de proteina (200 a
300 mg/ml, F2, F6, F7) y la formulacidén FO0. Las propiedades
fisicas y los resultados del estudio de congelacidén-
descongelacidén se muestran en la Tabla 29. Los resultados de
los estudios de estabilidad a largo plazo y acelerada se

muestran en la Tabla 27 y la Tabla 28.
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Tabla 29 Resultados de las propiedades fisicas y el estudio de estabilidad de

congelacién-descongelacién para el producto farmacolégico de BAN2401 (FO, F6 y F7)

200 mg/ml 250 mg/ml 300 mg/ml
FQa (Control) F2a Fo6 F7
S de BAN2401 de BAN2401 de BAN2401
Congelacibd Congelacid Congelacid Congelacid
Criteri
n- n- n- n-
Elemento o de Inici Inici Inici
descongela | Inicial | descongela descongela descongela
de prueba |aceptac al al al
cién cidén cidén cidén
ién
10 (3 ciclos) (3 ciclos) (3 ciclos) (3 ciclos)
Informe
de
Aspecto CSYL NP CSYL NP CSYL CSYL CSYL CSYL
resulta
do
15 Informe
pH 5.00 5.01 4.90 4.90 4.88 4.83 4.85 4.86
de
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resulta

do

HPLC de
exclusidn

por tamano

Informe
de
resulta

do

Mondémer

o

98.8%

98.8%

98.7%

98.7%

98.5%

98.5%

98.5%

98.4%

Agregad

o
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o\
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'_l
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to

(@]
W
o°

(@)
w
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(@]
w
o°

(@]
w
o°

(@]
D
o

(@]
1N
o°

(@]
DS
o°

HPLC de
intercambi
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Informe
de
resulta

do
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67.2%
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70.4%

70.7%

71.1%

71.2%

71.2%

71.4%

Pico

acido

27.3%

27.1%

23.2%

23.1%

22.77%

22.6%

22.8%

22.5%

Pico

basico

63
D
o°

(€}
~J
o

[
D
o°

[
N
o°

(o))
N
o°

[
N
o°

N
(@]
o°

()}
’_\
o

Polisorbat

o 80

Informe
de
resulta
do (p/v
(%))

o°

0.053

o°

NP

0.052%

NP

0.056

NP

0.051

NP

Concentrac
ié6n de

proteina

Informe
de
resulta
do
(mg/ml)

103

NP

222

NP

242

NP

299

NP
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Viscosidad

Informe
de
resulta
do

(cP)

NP

7.8
(210 mg/
ml)

NP

21

NP

48

NP

Osmolalida

d

Informe
de
resulta
do
(mOsm/k

g)

506

NP

455

NP

507

NP

554

NP

CSYL: Liquido transparente de color ligeramente amarillo,

a: Los resultados son los mismos que en la Tabla 26.

NP: No programado.
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(h) Propiedades fisicas

[00224] Como se muestra en la Tabla 29, F2 y F6
mostraron valores de osmolalidad més bajos en comparacidén
con F7. Los valores de viscosidad en F2, F6 y F7 fueron 7.8,
21 y 48 cP, respectivamente. Una viscosidad alta superior a
20 cP provocaria dificultades en la fabricacién de DS al
aumentar la contrapresidén de la bomba y disminuir el flujo
transmembrana durante las etapas de ultrafiltracidén vy
diafiltracién. Ademads, la solucidén de mayor concentracidn
dificulta el proceso de llenado de DP al obstruir las agujas
de llenado, lo que provoca una variacidn del peso de llenado.
Dado que se informa que la viscosidad deseada no es superior
a 20 cP3, F2 era factible. Los resultados de apariencia, pH

y concentracién de PS80 y proteina estuvieron casi en el

objetivo.
(1) Estudio de congelacién-
descongelacién
[00225] No se observaron cambios significativos en

ninguno de los elementos ensayados después de tres ciclos de
prueba de congelacién-descongelacidén como se muestra en la
Tabla 29.
(3) Estudio de estabilidad a
largo plazo
[00226] Como se muestra en la Tabla 27, no se
observaron cambios significativos distintos de la HPLC de
exclusidén por tamafio (SEC) después de tres meses de
almacenamiento. La cantidad de agregado por SEC aumentd
ligeramente en las formulaciones candidatas F2, F6 y F7,

pero la tasa de aumento fue similar a la de FO.
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(k) Estudio de estabilidad
acelerada
[00227] Como se muestra en la Tabla 28, no se

observaron cambios significativos distintos de la SEC y la
HPLC de exclusidn idbdnica (IEX). La cantidad de agregado por

SEC aumentd en todos los candidatos (F2, F6 y F7) en tasas

\

similares en el punto temporal de tres meses (0.7-0.8 % de
aumento) . Por lo tanto, todos los candidatos se consideraron
factibles. La cantidad de fragmento por SEC también aumentd
en todos los candidatos pero la tasa fue similar a la de FO.
En cuanto a IEX, la cantidad de pico acido por IEX aumentd
en todos los candidatos pero la tasa fue similar a la de FO.
(1) Concentracién de proteina
[00228] Teniendo en cuenta los resultados de
osmolalidad y viscosidad que se muestran en la Tabla 29, y
los resultados de estabilidad global que se muestran en la
Tabla 27 y la Tabla 28, se selecciondé una concentracién de
proteina de 200 mg/ml.
(m) Seleccién de la
concentracién de PS80
[00229] Para seleccionar 1la concentracidédn de PS80
diana en la formulaciédn, se realizaron estudios de
congelacidén-descongelacidén y agitacién para formulaciones
candidatas con diferente concentracidén de PS80 [del 0 al
0.10 & (p/v), F8-F12] y la formulacién FO. Los resultados
del estudio de congelacidn-descongelacidén y agitaciédn se

muestran en la Tabla 30 y la Tabla 31, respectivamente.
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Tabla 30 Resultados del estudio de congelacién-descongelacidén para el producto

farmacolégico de BAN2401 (FO, F8-F12)

PS80 PS80 PS80 PS80 PS80
(Contr
FO F8 0 % F9 0.02 % F10 0.05 %| F11 0.08 %l F12 0.10 %
ol)
p/v p/v p/v p/v p/v
Congel Congel Congel Congel Congel
Congel
acidén- acién- acién- acidén- acidén-
acién-
Criter descon descon descon descon descon
Element descon
io de |Inicialgelaci|Inicialgelaci|Inicial|gelaci|Inicialgelaci|Inicia Inicialgelaci
o de gelaci
acepta 1 6n 1 6n 1 6n 1 6n 1 1 on
prueba 6n
cidén
(3 cic
(3 cic (3 cic (3 cic (3 cic (3 cic
los)
los) los) los) los) los)
Inform
Aspecto CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL

e de
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result
ado
Inform
e de
PH 4.98 4.98 4.85 4.86 4.85 4.86 4.85 4.86 4.85 4.86 4.85 4.85
result
ado
Particu |Inform
las e de
FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP
visible |result
IS ado
Inform
e de
HPLC de
result
exclusi
ado
én por
tamarnio
Mondéme | 98.3% 1 98.4%]198.0%]198.0%]198.0%(97.9%(198.0%(98.0%198.0%]198.0%]198.0%198.0%
ro
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Agrega | 1.0% 1.0% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1%
do
Fragme | 0.7% 0.7% 0.9% 0.9% 0.9% 1.1% 0.9% 1.0% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9%
nto
Inform
e de
Polisor |result <0.010(<0.010
0.051%(0.050% 0.020%]0.019%|0.051%]|0.050%]0.083%]0.082%]|0.106%]0.104%
bato 80 |ado % %
(%
p/v)
Concent
Inform
racidén
e de
de 105 104 187 187 190 187 190 190 187 189 190 191
result
protein
ado
a
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(mg/ml
)

Inform
e de
result
MFTI
ado
(unida

d/ml)

=25 um

10-
25 um

11 1065

83 14 11 5

14

5_
10 pm

27

73 1317

287 15 20 8

53

51

56

19

59

2-5 pm

150

308 2321

1172 43 80 50

339

174

304

47

358

CSYL: Liguido transparente de color ligeramente amarillo,

FVP:

Libre de particulas visibles.
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Tabla 31 Resultados del estudio de agitacién para el producto farmacolégico de BAN2401

(FO, F8-F12)
PS80 PS80 PS80 PS80 PS8
(Contr
FO F8 0 % F9 0.02 %| F10 0.05 % F11 0.08 % F12 0.10 %
ol)
p/v p/v p/v p/v p/v

Criteri Agitac Agitac Agitac Agitac Agitac Agitac
Elemento

o de Inicial i6n a|Inicial idén a|Inicialidén a |(Inicialidén a |Inicialidén a |Inicia|lidn a
de

aceptac 1 250 rp 1 250 rp 1 250 rp 1 250 rp 1 250 rp 1 250 rp
prueba

ién m/3D m/3D m/3D m/3D m/3D m/3D

Informe

de
Aspecto CSYL CSYL CSYL OWL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL CSYL

resulta

do

Informe
PH 4.98 4.99 4.87 4.89 4.87 4.87 4.87 4.88 4,88 4.87 4.88 4.88

de
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resulta
do
Informe
Particul
de
as FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP
resulta
visibles
do
Informe
de
resulta
HPLC de [d©
exclusid
n por Monémer| 98.3%198.3%[97.8%]195.3%197.9%[97.9%]198.0%198.0%(98.0%]98.0%198.1%(98.0%
tamarnio o)
Agregad| 1.0% 1.0% 1.1% 3.8% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1%
o




10

15

WO 2021/186245

- 115 -

PCT/IB2021/000155

Fragmen

to

(@]
~J
o°

O
~J
o°

'_\
'_l
o©

(@]
\e]
o°

'_\
'_\
o°

'_\
(@]
o°

(@]
O
o°

(@]
\e]
o°

(@]
O
o°

(@]
O
o°

(@]
O
o\°

(@]
O
o°

Polisorb

ato 80

Informe
de
resulta
do
(5 p/v)

0.051%

0.049%

<0.010

<0.010

0.019%

0.019%

0.053%

0.054%

0.086%

0.084%

0.107%

0.108%

Concentr
acién de

proteina

Informe
de
resulta
do
(mg/ml)

105

105

206

195

207

206

206

206

209

207

209

206

ME'TI

Informe
de
resulta

do
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=25 pm 1 3 24 NE2 3 1 0 0 1 0 0 1
10-
4 10 555 NE2 4 5 3 5 3 6 3 6
25 um
s 5-10 um| 27 27 1242 NE= 25 22 18 45 67 34 28 27
2-5 pm 150 75 3209 NE2 62 50 67 176 145 335 182 250
CSYL: Liquido transparente de color ligeramente amarillo, OWL: Liquido de color blanco
opalescente, FVP: Libre de particulas visibles, NE: No ensayado.
a: Los resultados no se informan ya que las particulas no se pudieron medir correctamente
10 debido a la contaminacién por burbujas debido a un volumen de muestra insuficiente.

15
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(n) Estudio de congelacién-
descongelacién
[00230] Como se muestra en la Tabla 30, no se

observaron cambios significativos en ninguno de los
elementos ensayados después de tres ciclos de prueba de
congelacién-descongelacidén. Los recuentos de particulas por
MFI fueron relativamente altos en F8 (sin PS80).
(o) Estudio de agitacién

[00231] Como se muestra en la Tabla 31, las
formulaciones que contenian del 0.02 % (p/v) al 0.10 % (p/Vv)
de PS80 (F9 a F12) eran estables después de la agitacidén. Se
observaron cambios en F8 (sin PS80) en apariencia,
concentracién de proteina y cantidad de agregado por SEC
después de la agitacidén. La apariencia cambidé de ligquido
transparente ligeramente amarillo a liguido de color blanco
opalescente. La concentracidén de proteina disminuyd
ligeramente de 206 a 195 mg/ml. La cantidad de agregado
aumentd del 1.1 % al 3.8 %. Por lo tanto, F8 (sin PS80) no
se considerd factible.

(p) Concentracién de PS80

[00232] Basandose en los resultados gque se muestran
en la Tabla 30 (estudio de congelacién-descongelacién) y la
Tabla 31 (estudio de agitacién), las formulaciones que
contenian del 0.02 % (p/v) al 0.10 % (p/v) de PS80 fueron
estables después de tres ciclos de congelacidén-
descongelacidén y agitacidédn hasta tres dias. Por lo tanto, se

selecciond como objetivo una concentracidén de PS80 del 0.05 %

(p/v) .

(q) Conclusién
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se selecciond

PCT/IB2021/000155

la

siguiente

formulacién para la formulacidédn de BAN2401 para estudios

posteriores.

Tabla 32 Formulacién para estudios posteriores

N.° de
BAN240 Estabilizado | Polisorbat
formula Tampdn PH
1 r (arginina) | o 80
cidén
mg/m | mmol/ mg/m
mg/ml mmol/1 mg/ml | (p/v
1 1 1
)
200 Histidi | 3.9 0.05 ]0.5
EF2 200 34.8 5.0
na 25
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Ejemplo 9: Estudio de estabilidad para formulaciones de
200 mg/ml de BAN2401 con pH diferente

[00234] Se realizé un estudio de estabilidad para
ensayar la estabilidad de las formulaciones de BAN2401 a
200 mg/ml con diferentes pH. Ademds, se ensayd el impacto de
la adicidén de metionina en la estabilidad del producto
farmacolégico (DP).

A. Preparacién de las muestras

[00235] Cada formulacidén candidata (Tabla 33) se
prepard de la siguiente manera. Las formulaciones se
equilibraron con el tampdn de formulacidn correspondiente
mediante unidades de filtro centrifugas. Solo para la
preparacidédn de F20, se usd un tampdn de formulacidn a un pH
de 3.5 hasta que el pH de la solucidén filtrada llegd a 4.0,
ya que los protones son repelidos por la proteina cargada
concentrada cerca de la membrana semipermeable, lo gque se
conoce como efecto Donnan. Después de la concentracién y el
equilibrio, se afiadié PS80 disuelto en el tampbdn de
formulacidén para lograr la concentracidén predeterminada y a
continuacidén se ajustd la concentracidédn de proteina a la
concentracién final. Cada formulacidén candidata se cargd en
viales con un volumen de llenado de 0.5 ml. La formulacién
FO (véase la Tabla 33) se evalud como control.

Tabla 33 Composicién de la sustancia farmacolégica y

las formulaciones SC candidatas

Volu
BAN240 Estabilizad | Polisorbat | pH
N.° Tampén men
1 or o 80 a
de
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llen
ado

% ml
mg/m | mmol/ | mg/m mg/m
mg/ml mmol/1 (p/v /Via
1 1 1 1
) 1
Citrato Arg 5.
FO 100 9.6 61.0 |0.05 0.5 5
50 350 0
Histidi Arg 34.8 4.
F13 1| 200 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 200 5
200 Histidi Arg 34.8 5.
F15 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 200 0
200 Histidi Arg 34.8 5.
F17 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 200 5
Arg
Histidi 200 34.8 5.
F18 | 200 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 Met 1.5 0
10
Histidi Arg 34.8 4.
F20 | 200 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 200 0
F21 1200 Histidi Arg 34.8 5.
3.9 0.05 | 0.5 0.5
b na 25 200 0
200 Histidi Arg 34.8 6.
F22 3.9 0.05 | 0.5 0.5
na 25 200 0
Arg: Arginina, Met: Metionina

a: Para ajustar el pH,

se combinaron arginina y clorhidrato

de arginina para FO y se afiadidé clorhidrato para F13 a F22.

b: F21 es la misma formulacidén que F15

Protocolo de almacenamiento
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[00236] Los protocolos de almacenamiento se muestran
en la Tabla 34, Tabla 35 y Tabla 36. Una vez retirados del
almacenamiento, los viales se almacenaron a 5 °C hasta que
comenzaron las pruebas. Las condiciones de almacenamiento

son las siguientes:
o Condicién a largo plazo: almacenados a 5 °C
+ 3 °C en vertical
. Condicién acelerada: Almacenados a 25 °C +

2 °C, 60 $ de HR + 5 % de HR en vertical

. Condicidn estresada (congelacidn-
descongelacién): Congelados a -30 °C y descongelados a
temperatura ambiente, en vertical
1000 1x: 25 °C + 2 °C, 60 % de HR + 5 % de HR, tumbados

con exposicidédn a la luz de 1000 1x

Oscuridad: 25 °C * 2 °C, 60

o\°

de HR = 5 % de HR,
tumbados sin exposicidén a la luz cubriéndolos con papel de
aluminio

[00237] Para confirmar el nivel de agregado después
de un almacenamiento de tres meses o méds, se evalud
adicionalmente la HPLC de exclusidn por tamafio como muestras
de almacenamiento prolongado a los nueve meses para el
estudio de estabilidad a largo plazo y tres meses para la
acelerada. Las uUltimas muestras se analizaron después de

almacenarse en el frigorifico durante seis meses.
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Tabla 34 Programa de muestreo para estudio de estabilidad a largo plazo (5 °C 3 °C, en
vertical)
F13, F17 FO, F15, F20, F21,
5 F18 F22
Inicial 5 °C Inicial 5 Inicial 5 °C
2M oMa 2M 9M2 3M
Color NE X NE X X
Claridad X NE X NE X X
10 Particul
X NE X NE X X
as
pH X NE X NE X X
Conc. de
) X NE X NE X X
protelna
15 ELISA X NE X NE NE NE
FcR NE NE NE NE
cSDS-R X NE X NE NE NE
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cSDS-NR X X NE X X NE NE NE
SEC X X X X X X X X
TEX X X NE X X NE X X
Viscosid

X NE NE X NE NE X NE
ad
Osmolali

X NE NE X NE NE X NE
dad
PS80 X X NE X X NE X X
MFT X X NE X X NE X NE
PMAP-R NE NE NE X X NE NE NE

X: Realizado, NE: No ensayado

Color: Grado de coloracién de los liquidos, Claridad: Claridad y grado de opalescencia,
Con. de proteina: Concentracidén de proteina, ELISA: ELISA de unidén a antigeno, FcR: Ensayo
de unidén (CD32a), cSDS: Electroforesis capilar en gel con SDS R: Reducida, NR: No reducida,
SEC: HPLC de exclusidén por tamafio, IEX: HPLC de intercambio idénico, PS80: Contenido de
polisorbato 80, MFI: ImAdgenes de microflujo, PMAP: Mapa de péptidos

a: Evaluacidén extendida
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Tabla 35 Programa de muestreo para estudio de estabilidad acelerada (25 °C +* 2 °C, 60

de HR * 5 % de HR, en vertical)

Elementos | F13, FO. F20,
5 de prueba |F17 F1l5, F21,
F18 F22
Inicia |25 °C Inicia |25 °C Inicia |25 °C
1 1 1
1M, 2M Ex 1M 2M Ex 1M 3M
10 Color X X NE X X NE X X
Claridad X X NE X X NE X X X
Particula
X X NE X X NE X X X
S
PH X X NE X X NE X X X
15 Conc. de
X X NE X X NE X X X
proteina
ELISA X X NE X X NE NE NE NE
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FcR X X NE X X X NE NE NE NE
cSDS-R X X NE X X X NE NE NE NE
cSDS-NR X X NE X X X NE NE NE NE

SEC X X X X X X X X X X

IEX X X NE X X X NE X X

Viscosida
4 X NE NE X NE NE NE X NE NE
Osmolalid
X NE NE X NE NE NE X NE NE
ad

PS80 X X NE X X X NE X X X

MFT X X NE X X X NE X X NE
PMAP-R NE NE NE X NE X NE NE NE NE

Ex: Evaluacién extendida, almacenamiento durante 3M a 25 °C y durante 6M a 5 °C después de
la extraccién de la muestra

X: Realizado, NE: No ensayado

Color: Grado de coloracidén de los liquidos, Claridad: Claridad y grado de opalescencia, Con.

de proteina: Concentracién de proteina, ELISA: ELISA de unidén a antigeno, FcR: Ensayo de
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unidén (CD32a), cSDS:

HPLC de exclusidén por tamafo, IEX: HPLC de intercambio idénico,

80, MFI: Imédgenes de microflujo, PMAP: Mapa de péptidos

PS80:

Electroforesis capilar en gel con SDS R: Reducida, NR: No reducida, SEC:

Contenido de polisorbato
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Tabla 36 Programa de muestreo para estudio de congelacién-descongelacién y

fotoestabilidad
Elementos de|F1l5 F18
prueba

Inicial FT Oscuridad [10001x Inicial FT Oscuridad [10001x

3 ciclos |7D 7D 3 ciclos |7D 7D
Color X X X X X
Claridad X X X X X X X X
Particulas X X X X X
Conc. de
X X X X X X X X

prot.
PH X X X X X X X X
PS80 X X X X X X X X
ELISA X X X X X X X X
FcR X X X X X X X X
cSDS-R X X X X X X X X
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cSDS—-NR X X X X X X X X
SEC X X X X X X X
IEX X X X X X X X X
PMAP-R X NE X X X NE X X

FT: Congelacién-Descongelacién (Congelacién a -30 °C y descongelacidn a temperatura ambiente,
en vertical), Oscuridad: 25 °C * 2 °C, 60 % de HR * 5 % de HR, tumbadas sin exposicién a la
luz cubriéndolas con papel de aluminio, 1000 1x: 25 °C £ 2 °C, 60 % de HR *+ 5 % de HR, tumbadas
con exposicidédn a la luz de 1000 1x por luz fluorescente, X: Realizado,

Color: Grado de coloracidén de los liquidos, Claridad: Claridad y grado de opalescencia, MFI:
Imdgenes de microflujo, Conc. de prot.: Concentracién de proteina, PS80: Contenido de
polisorbato 80, ELISA: ELISA de unién a antigeno, FcR: Ensayo de unién (CD32a), cSDS:
Electroforesis capilar en gel con SDS, R: Reducida, NR: No reducida, SEC: HPLC de exclusidn

por tamafio, IEX: HPLC de intercambio idénico, PMAP: Mapa de péptidos
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C. Resultados y andlisis
[00238] Se evaluaron las propiedades fisicas y se
realizaron estudios a largo plazo vy acelerados para
formulaciones candidatas que incluian variacidén de pH (pH
4.0 a pH 6.0) y adicidén de metionina. También se realizaron
estudios de congelacidén-descongelacidédn y fotoestabilidad
para evaluar la eficiencia de la adicién de metionina.
D. Variacién del pH
[00239] Como se muestra en la Tabla 37, la Tabla 38A
y 38B, la Tabla 39 y la Tabla 40, no se observaron diferencias
significativas entre las formulaciones candidatas (F13, F15,
F17 yv F20 a F22) para ningun elemento de prueba excepto para
HPLC de exclusidén por tamafio (SEC). La formulacidén F20 (es
decir, una formulacién con un pH inferior a 4.0) mostrd una
menor cantidad de agregados por SEC en el punto temporal
inicial. Ademés, se observd una tasa ligeramente mas baja de
formaciédn de agregados y una tasa méas alta de formacidén de
fragmentos en un estudio de estabilidad acelerada. Se
confirmé que los resultados de las formulaciones con pH de

4.5 a 5.5 eran comparables.
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Tabla 37 Resultados del estudio de estabilidad para formulaciones de BAN2401 con pH de

4.0 a 6.0, almacenadas a 5 °C * 3 °C, en posicién vertical

(Con
PH PH pH pH PH PH
5 FO trol| F13 F15 F17 F20 F21 F22
Elemento )
aceptacién
de prueba Inic|5 °C/|Inic|5 °C/|[Inic|5 °C/|Inic|5 °C/||Inic|5 °C/|Inic|5 °C/|Inic|5 °C/
ial 2M ial 2M ial 2M ial 2M ial 3M | ial 3M | ial 3M
Informe de
Color BY5 | BY5 | BY5 | BY5 | BYS5 | BY5 | BY5 | BYS BY5 | BY5 | BYS | BYS | BY5 | BYS
10 resultado
Informe de
Claridad <RS2 |<RS3[<RS3|<RS3|<RS3|<RS3[<RS3[<RS3||<RS3|<RS3|<RS3|<RS3[<RS3|<RS3
resultado
Particula|Informe de
FVP | FVP | FVP | FVP | FVP | FVP | FVP | FVP FVP | FVP | FVP | FVP | FVP | FVP
S resultado
15
Informe de
pH 4.95(4.98(4.6314.6414.94(14.96(5.68(5.731(4.0314.05]14.91(4.92(5.90|5.91
resultado
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Informe de
Conc. de
resultado 104 | 102 | 200 | 201 | 197 | 195 [ 204 | 204 197 | 195 | 200 [ 195 [ 207 | 195
proteina
(mg/ml)
Informe de|/101.(102.(109.(104.]1102.|123.1107.(125.
ELISA NE NE NE NE NE NE
resultado 3% 6% 2% 5% 1% 1% 0% 7%
Informe de[91.7193.81101.]100.1108.(99.0]|116.]103.
FcR NE NE NE NE NE NE
resultado % % % % % % % %
Informe de|98.3197.7198.8(98.2]198.9198.5198.8(98.4
cSDS-R NE NE NE NE NE NE
resultado % % % % % % % %
Informe de[91.2191.9191.5(92.5]191.2(92.9(91.3192.6
cSDS-NR NE NE NE NE NE NE
resultado % % % % % % % %
Mondémero 98.6198.7199.2199.2(199.1(199.1198.8(198.8[]199.3[99.1199.2199.0(198.8(98.6
295.0 % % % % % % % % % % % % % % %
SEC
Agregado
< 1.0%10.9%10.8%(0.8%]0.9%10.9%(1.2%(1.2%[]10.7%]0.7%(0.8%[1.0%]11.2%]1.4%
<5.0 %
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Informe de <0.11<0.1|<0.1(<0.1(<0.11]x0.1 <0.1]<0.1|<0.1(<0.1
0.5%(0.4% 0.1%(0.2%
fragmento % % % % % % % % % %
Principal al|71.3170.8(77.2]173.1(76.7|72.9(76.8|72.8(|76.8|74.7|76.7]75.2|76.6[|74.8
50 %$-90 % % % % % % % % % % % % % % %
IEX . 24.4125.2119.1(119.5119.4(19.7(19.4119.9(]18.8(21.6(18.9(21.1(19.1(21.3
Acido
Béasico 4.2%(4.0%(3.7%17.4%13.9%7.4%(3.8%(7.2%]14.4%|3.6%|4.3%[3.7%|4.3%]|3.9%
Viscosidal|Informe de
2.6 NE 8.1 NE 7.9 NE 10.0| NE 8.0 NE 9.4 NE |11.6| NE
d resultado
Osmolalid|Informe de
512 NE 416 NE 407 NE 402 NE 420 NE 423 NE 396 NE
ad resultado
Informe de
Polisorba 0.0410.05(10.04({0.04]0.0410.0410.04(0.04(10.05]0.04(0.05]10.0510.05]0.04
resultado (%
to 80 8% 1% 1% 7% 1% 7% 3% 5% 2% 9% 2% 2% 1% 8%
p/v)
Informe de
MFT
resultado
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225 um 1 5 3 3 7 3 0 0 0 NE 0 NE 0 NE
10-25 um 4 81 | 99 5 26 | 26 | 17 | 10 10 | NE 5 NE | 14 | NE
5-10 um 27 | 283|537 | 67 |335|170 | 214|207 || 152 | NE 5 NE | 76 | NE
2-5 um 150 |1452] 980 | 276 |1246| 977 |1365|1273|| 698 | NE | 95 | NE | 322 | NE

BY5: Equivalente a la solucidén de referencia BY5. RS2: Suspensién de referencia II, RS3:

Suspensidén de referencia III, FVP: Libre de particulas visibles, NE: No ensayado.

Tabla 38A Resultados del estudio de estabilidad para formulaciones de BAN2401 con pH de
4.0 a 6.0, almacenadas a 25 °C * 2 °C, 60 $ de HR + 5 % de HR, en posicidén vertical

(Contro
FO F13 pH 4.5 |F15 pH 5.0 |F17 pH 5.5 |F20 pH 4.0 |F21 pH 5.0 |[F22 pH 6.0
Elem 1)
Criter

ento |

q 10 de|tni |25 (25 |Ini |25 (25 |Ini |25 |25 |Ini |25 |25 Ini |25 |25 |[Ini |25 |25 |[Ini |25 (25
e
prue aceptalcia |°C/ [°C/ |cia |[°C/ |°C/ |cia [°C/ |°C/ |cia [°C/ [|°C/ ||lcia |°C/ |°C/ [cia |°C/ [°C/ [cia |°C/ |°C/

ru
ba cién 1 1M |12M |1 1M |12M |1 1M |I2M |1 M |2M ||l 1M |I3M |1 1M |3M |1 1M |3M




10

15

WO 2021/186245 - 134 - PCT/IB2021/000155
Colo [Inform
BY5 [BY5 |BY5 [BYS5 |BYS [BYS |IBYS [BYS |BYS |BYS |BYS |BYS [[BYS |BYS |IBYS [BYS |IBYS [BYS |BYS [BYS [BYS
r e
Clar |[Inform|<RS |<RS |SRS [ERS [€RS |SRS |€RS |SRS [ERS [£RS [€RS |<RS [[SRS [€RS [€RS |€RS |€RS |LRS [£RS [KRS [€RS
idad e 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Part |Inform
icul |e FVP (FVP |FVP |FVP |FVP [FVP [FVP |FVP |FVP [EVP [FVP |FVP [|FVP [EVP |FVP |FVP [FVP |FVP |FVP [EVP |[EVP
as
Inform|4.9(4.9]14.914.6(4.6(4.614.914.9(4.915.6|5.6(5.7||4.0(4.014.114.9(4.914.915.9(5.91]5.9
- e 5 4 9 3 3 6 4 6 8 8 8 2 3 2 0 1 1 4 0 1 1
Conc [Inform
dele
orot | (mg/m1 104 11031101 {200 (2011991197 (194 (1921204 (207 [203 |{197 198193 (200198194 (207 204|194
eina)
ELIS |[Inform|101 |102|91. (109 (104|107 102|103 [96. (107 (107|101
N . 5 o [ge 5 5 5 5 o lge 5 5 5 NE |NE [NE [NE |NE |NE [NE [NE |NE
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Inform|91. [95.|93.]101(99. (101|108 |98. (102|116 |103 (104
FcR NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE

e 7% 5% |5% [.0%[4% [.5%].8%|3% |.2%].6%[.8%(.9%

cSDS [Inform|98. |98. [97. |98. |98.|97. [98.|98.198. [98. |98. |98.
-R e 3% 1% |12% 8% (9% [9% |9% 8% [0% 8% |7% (1%

NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE [NE

cSDS |[Inform|91. [89. [90. [91. |89.|90. [91. |89.]90. [91. [89. |90.
NE |NE |NE [NE [NE |[NE |NE |NE [NE

-NR |[e 2% |7% |4% |5% (6% |1% (2% |5% [0% [3% [|7% [8%
Mondme
98. (98.198. [99. 198. [98. |99. [98. 198. |98. |98. |98 99.198.(97.199.]98.(98.|98. |98. |98
ro
6% 4% 4% (2% |6% |4% |1% (4% |12% 8% 2% 2% 3% 4% 4% |12% 6% [4% [8% [2% |1%
295.0

o\°

SEC

0.
o]

o
o\°
o
o
o\
o\°
o
o
o\°
o
o
o\

% |

o
o
o\
o\°
o
o\
o\
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Inform
0.510.5]0.7|<0.0.210.4(<0.(0.12]0.3[<0.0.21]0.2]0.1f0.6]|1.7|<0.(0.1]0.4|<0.[0.1]0.2
e de
% % % 1% |5 % 3 |5 % 1% 1% % % 1% % S |3 % 1% 1% %
fragme
nto
Princi
pal al|71. [69. |67.|77.|75.|74.|76.|75.|71.[|76.|76.|72.|[76. [68.]|64.|76.|71.|67.|76.|71.]67.
50 %- |3% 4% |7% 2% 4% [1% |7% |2% |4% |8% |0% |9% 8% 9% 3% [7% [2% [|5% [6% [2% [6%
90 %
IEX
) 24. [26.128.119. |20. |22. [19. 120. |23. [19. |20. |22 18.1|23.(32.118.121.(28.19. |22. |28
Acido
% 13% |12% [1% [3% [0% [4% |6% |2% |4% |2% |5% 8% 9% 0% [9% [9% [5% [1% [1% [3%
4.214.414.113.714.313.813.914.215.413.8|3.8(4.6((4.4(7.2|3.7(4.3(7.0(4.0(4.316.71(4.0
Béasico

o)
o

o
o
o
o\
o\
o
o
o\
o
o
o\
o\
o
o
o
o\
o\
o
o\
o\

BY5: Equivalente a la solucién de referencia BYs. RS2: Suspensidén de referencia II, RS3:
Suspensién de referencia III, FVP: Libre de particulas visibles, NE: No ensayado. Informe:

Informe de resultado
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Tabla 38B
Eleme |Crite
5 nto rio (Contro
FO F13 pH 4.5 |F15 pH 5.0 |F17 pH 5.5 |[F20 pH 4.0 |[F21 pH 5.0 |F22 pH 6.0
de de 1)
prueb |acept
a acidén
Ini [25 (25 |Ini |25 |25 |Ini |25 |25 |Ini |25 |25 Ini |25 |25 |[Ini |25 |25 |Ini |25 (25
10
cia |°C/ |°C/ |cia |°’C/ [°C/ [cia [°C/ [°C/ |[cia [°C/ |°C/ [|cia |°C/ |°C/ |cia |°C/ |°C/ |cia |°C/ |°C/
1 1M |2M |1 1M |12M |1 1M |12M |1 1M [2M 1 1M |I3M (1 1M |3M |1 1M [3M
Infor
Visco 10. 11.
me 2.6 INE [NE |8.1NE |NE |[7.9 |NE |[NE NE |NE 8.0 [NE |NE 9.4 [NE |NE NE |NE
sidad 0 o
15 (cP)
Osmol
Infor
alida 512 INE |NE |416 [NE |[NE [407 [NE |[NE [|402 |[NE [NE 420 INE |NE [423 |NE |NE (396 [NE |NE
me
d
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(mOsm
/kg)
Infor
Polis
me 0.0fc.0f0.010.01]0.010.0|0.0|0.0(0.0]|0.0|0.00.0f0.00.00.0f0.0f0.0f0.0f0.0]0.0]0.0
orbat
(% 48% [52% |50% |144% |147% |45% |44% |47% |43% |43% [41% [42% [[52% [49% [42% [52% [53%[51%(51%|48% |43%
o 80
p/v)
=225 1
MFEI 1 5 0 3 0 3 7 0 0 0 10 |5 0 0 NE |O 0 NE |[O 0 NE
m
10-
4 3 35 199 |51 |23 |26 |49 |35 [17 |46 |49 10 |26 |NE |[5 3 NE |14 |3 NE
25 pum
5_
0 27 |81 292 1537|769 (1633351959714 (2141597 |553 (152|246 |[NE |5 7 NE [76 |35 |NE
10 um
2- 183 313 1241291 1196|136 |224 1177
150 (457 980 047 698|454 INE |95 |69 |NE |322 285 |NE
5 um 0 9 6 9 3 5 3 8

NE: No ensayado, Informe: Informe de resultado
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Tabla 39 Resultados del estudio de estabilidad extendida para formulaciones con pH de

4.5 a 5.5, almacenadas a 5 °C * 3 °C, en posicién vertical

(Contr
FO F13 ©pH 4.5 F15 pH 5.0 F17 pH 5.5
5 ol)
Elemento
Inicial 5 °C/ | 5 °C/ |[Inicial 5 °C/ | 5 °C/ |Inicial|l 5 °C/ | 5 °C/ |Inicia| 5 °C/ | 5 °C/
de
1 2M oM 1 2M oM 1 2M oM 1 2M 9M
prueba
Mondm
10 98.6%198.7%198.6%(99.2%199.2%198.8%[199.1%(99.1%]198.6%]198.8%|98.8% | 98.3%
HPLC de |[®F©
exclusid|Agreg
1.0% 0.9% 1.0% 0.8% 0.8% 1.1% 0.9% 0.9% 1.4% 1.2% 1.2% 1.7%
n por ado
tamano Fragm
0.5% 0.4% 0.5% [<0.1%[<0.1%] 0.1% |<0.1%|<0.1%| 0.1% | <0.1%|<0.1%|<0.1%
15 ento
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Tabla 40 Resultados del estudio de estabilidad extendida para una formulacién actual y

principal con pH de 4.5 a 5.5, almacenada a 25 °C + 2 °C, 60 $ de HR * 5 % de HR, en posicién

vertical
5
(Contr PH PH PH
FO F13 F15 F17
ol) 4.5 5.0 5.5
25 25 25 25
°C/ °C/ °C/ °C/
Elemen 25 25 25 25 25 25 25
Inici| 25 °C/ 3M |Inici 3M |Inici 3M |Inici 3M
10 to de °C/ °C/ | °C/ °C/ | °C/ °C/ | °C/
al 1M +5 al +5 al +5 al +5
prueba 2M 1M | 2M 1M | 2M M [ 2M
OC/ OC/ OC/ OC/
oM oM oM oM
HPLC Mondme 98.4(98.0 98.6(98.4(97.7 98.4198.2|97.7 98.2198.2]|97.7
98.6%| 98.4% 99.2% 99.1% 98.8%
15 de ro % % % % % % % % % % %
exclus Agrega
» 1.0%] 1.0% 10.9%|1.0%]1 0.8% [1.1%]|1.2%|1.5%[0.9%(1.4%]1.5%|1.8%|1.2%]11.8%|1.7%|2.0%
ién do
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por Fragme

% % % %[<0.1%10.2% % %[<0.1% % % %<0.1% % % %
tamano |nto
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E. Adicién de metionina

[00240] Como se muestra en las Tablas 41A y 41B, y la
Tabla 42 a la Tabla 46, no se observaron diferencias
significativas entre las formulaciones con o sin metionina
(F18 y F15). La formulacidn con metionina (F18) mostrd una
tasa de formacidédn de agregados ligeramente mas baja en un
estudio de estabilidad a largo plazo extendida, un estudio
de estabilidad acelerada y un estudio de fotoestabilidad.
F18 también mostrd una oxidaciédn ligeramente inferior del
residuo de metionina (por ejemplo, en la posicidén 259 en las
cadenas pesadas) en exposicidén a la luz con 1000 lux hasta
siete dias. El estudio de congelacidn-descongelacidén no
mostré ninguna diferencia. El1 efecto de 10 mmol/1 de

metionina como estabilizador fue limitado.
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Tabla 41A Resultados del estudio de estabilidad para formulaciones

143 -

PCT/IB2021/000155

almacenadas a 5 °C * 3 °C, en posicién vertical

con o sin Met,

FO (Control) F15 Met (-) F18 Met (+)
Elemento de Criterio de
Inicial 5 °C/2M Inicial 5 °C/2M Inicial 5 °C/2M
prueba aceptacidn
Informe de
Color BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5
resultado
Informe de
Claridad <RS2 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3
resultado
Informe de
Particulas FVP FVP FVP FVP FVP FVP
resultado
Informe de
pH resultado 4.95 4.98 4.94 4.96 4.95 4.98
(mg/ml)
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Conc. de Informe de
104 102 197 195 191 189
proteina resultado
Informe de
ELISA 101.3% 102.6% 102.1% 123.1% 108.2% 118.1%
resultado
Informe de
FcR 91.7% 93.8% 108.8% 99.0% 92.4% 94.7%
resultado
Informe de
cSDS-R 98.3% 97.7% 98.9% 98.5% 98.9% 98.5%
resultado
Informe de
cSDS-NR 91.2% 91.9% 91.2% 92.9% 91.5% 92.7%
resultado
Mondémero
98.6% 98.7% 99.1% 99.1% 99.2% 99.1%
295.0 %
Agregado
SEC 1.0% 0.9% 0.9% 0.9% 0.8% 0.9%
<5.0 %
Informe de
0.5% 0.4% <0.1% <0.1% <0.1% <0.1%

fragmento
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Principal al
71.3% 70.8% 76.7% 72.9% 77.2% 75.9%
50 %$-90 %
IEX ,
Acido 24.4% 25.2% 19.4% 19.7% 19.0% 19.2%
Basico 4.2% 4.0% 3.9% 7.4% 3.8% 4.9%

Met: Metionina, BY5: Equivalente a la solucidén de referencia BYs. RS2:

referencia II, RS3: Suspensidén de referencia IIT,

FVP: Libre de particulas visibles

Suspensidn de
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Tabla 41B
FO (Control) F15 Met (-) F18 Met (+)
Elemento de Criterio de
Inicial 5 °C/2M Inicial 5 °C/2M Inicial 5 °C/2M
prueba aceptacidn
Informe de
Viscosidad resultado 2.6 NE 7.9 NE 7.3 NE
(cP)
Informe de
Osmolalidad resultado 512 NE 407 NE 416 NE
(mOsm/kqg)
Informe de
Polisorbato 80 |resultado (% 0.048% 0.051% 0.044% 0.047% 0.045% 0.039%
p/v)
MFI =25 pm 1 5 7 3 0 0
10-25 pm 4 81 26 26 3 0
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5-10 pm 27 283 335 170 131 159
2-5 pm 150 1452 1246 977 691 163

Met: Metionina,

NE: No ensayado.
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Tabla 42 Resultados del estudio de estabilidad para formulaciones con o sin Met,

almacenadas a 25 °C £ 2 °C, 60 % de HR %

5 % de HR, en posicién vertical

FO (Control) F15 Met (-) F18 Met (+)
Criterio
Elemento de o . o
de Iniciall|25 °C/1M|25 °C/2M|Iniciall|25 °C/1M|25 °C/2M|Inicial|25 °C/1M|25 °C/2M
prueba
aceptacioén
Informe de
Color BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5
resultado
Informe de
Claridad <RS2 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3
resultado
Informe de
Particulas FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP
resultado
Informe de
PH 4.95 4.94 4.99 4.94 4.96 4.98 4.95 4.94 4.97
resultado
Conc. de Informe de
104 103 101 197 194 192 191 192 189
proteina resultado
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Informe de
ELISA 101.3% 1 102.7% 91.8% 102.1% | 103.6% 96.9% 108.2% 97.0% 97.8%
resultado
Informe de
FcR 91.7% 95.5% 93.5% 108.8% 98.3% 102.2% 92.4% 91.9% 92.9%
resultado
Informe de
cSDS-R 98.3% 98.1% 97.2% 98.9% 98.8% 98.0% 98.9% 98.8% 98.1%
resultado
Informe de
cSDS-NR 91.2% 89.7% 90.4% 91.2% 89.5% 90.0% 91.5% 89.8% 90.6%
resultado
Mondmero
98.6% 98.4% 98.4% 99.1% 98.4% 98.2% 99.2% 98.6% 98.5%
295.0 %
Agregado
1.0% 1.0% 0.9% 0.9% 1.4% 1.5% 0.8% 1.2% 1.2%
SEC <5.0 %
Informe
de 0.5% 0.5% 0.7% <0.1% 0.1% 0.3% <0.1% 0.1% 0.3%
fragmento
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Principal
al 50 %- 71.3% 69.4% 67.7% 76.7% 75.2% 71.4% 77.2% 76.1% 72.9%
IEX 90 %
Acido 24.4% 26.3% 28.2% 19.4% 20.6% 23.2% 19.0% 20.2% 22.6%
Basico 4.2% 4.4% 4.1% 3.9% 4.2% 5.4% 3.8% 3.7% 4.4%
Informe de
Viscosidad |resultado 2.6 NE NE 7.9 NE NE 7.3 NE NE
(cP)
Informe de
Osmolalidad|resultado 512 NE NE 407 NE NE 416 NE NE
(mOsm/kqg)
Informe de
Polisorbato
resultado [ 0.048% | 0.052% [ 0.050% [0.044%| 0.047% | 0.043% [ 0.045%| 0.043% | 0.038%
o (5 p/v)
MFI =25 pm 1 5 0 7 0 0 0 0 3
10-25 pm 4 3 35 26 49 35 3 7 65
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5-10 um 27 81 292 335 959 714 131 230 647

2-5 um 150 457 1830 1246 2919 1963 691 792 2516

Met: Metionina, NE: No ensayado, BY5: Equivalente a la solucién de referencia BYs. RS2:

Suspensién de referencia II, RS3: Suspensidn de referencia III, FVP: Libre de particulas

5
visibles, NE: No ensayado.
Tabla 43 Resultados del estudio de estabilidad extendida para una formulacién actual y
10 principal con o sin Met, a partir de DS1 o DS2, almacenada a 5 °C * 3 °C, en posicién
vertical
FO (Control) F15 Met (-) F18 Met (+)
Elemento 5 °C/ 5 °C/ 5 °C/ 5 °C/ 5 °C/ 5 °C/
Inicial Inicial Inicial
de prueba 2M oM 2M oM 2M oM
15 Monémero | 98.6% | 98.7% | 98.6% 99.1% | 99.1% | 98.6% | 99.2% | 99.1% | 98.7%
HPLC de
Agregado 1.0% 0.9% 1.0% 0.9% 0.9% 1.4% 0.8% 0.9% 1.2%
exclusién
Fragmento|[ 0.5% 0.4% 0.5% <0.1% <0.1% 0.1% <0.1% <0.1% 0.1%
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por

tamano

Met: Metionina

Tabla 44 Resultados del estudio de estabilidad extendida para formulaciones con o sin

Met, almacenadas a 25 °C + 2 °C, 60 $ de HR * 5 % de HR, en posicién vertical
FO (Control) F15 Met (-) F18 Met (+)
25 °C 25 °C 25 °C
/ / /
Elemento 25 °C| 25 °C 25 °C|25 °C 25 °C| 25 °C
Inicia 3M Inicia 3M Inicia 3M
de / / / / / /
1 +5 °C 1 +5 °C 1 +5 °C
prueba 1M 2M 1M 2M 1M 2M
/ / /
oM oM oM
Mondémero | 98.6% [98.4%(98.4%198.0%| 99.1% |98.4%|98.2%(97.7%| 99.2% [98.6%]|98.5%(98.0%
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HPLC de |Agregado .0% 1.0% 1] 0.9% .0% 0.9% % .5% . 8% 0.8% % % %
exclusid
Fragment
n por .5% 0.5%10.7% .9% | <0.1% % .3% .5% | <0.1% % % %
e)
tamano

Met: Metionina
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Tabla 45 Resultados del estudio estresado (congelacidén-descongelacidén y fotoestabilidad)

para formulaciones con o sin metionina

F15 Met (-) F18 Met (+)
Criterio
5 25 °C 25 °C 25 °C 25 °C
Elemento de Inicial|3 ciclo Inicial|3 ciclo
Oscuridad/7|10001x/7 Oscuridad/7]|10001x/7
de prueba |aceptacid 1 s de FT 1 s de FT
D D D D
n
Informe
10 vColor de BYb5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5 BY5
resultado
Informe
Claridad de <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3 <RS3
resultado
15 Informe
Particulas |de FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP FVP
resultado
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pH

Informe
de

resultado

4.94

4.94

4.94

4.94

4.94

Conc. de

proteina

Informe
de

resultado

197

197

190

193

191

190

189

190

ELISA

Informe
de

resultado

102.1%

107.7%

107.0%

100.9%

108.2%

105.8%

104.7%

109.1%

FcR

Informe
de

resultado

108.8%

107.5%

104.0%

117.6%

106.0%

105.6%

104.8%

109.4%

cSDS-R

Informe
de

resultado

98.9%

99.3%

99.3%

98.7%

98.9%

99.1%

99.3%

98.7%
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Informe
cSDS-NR de 91.2% 93.0% 92.6% 92.0% 91.5% 92.8% 92.9% 91.4%
resultado
Mondbmero
595 0 & 99.1% 99.0% 98.9% 97.5% 99.2% 99.1% 98.9% 97.9%
HPLC de Agregado
cxelusion l<s o = 0.9% 1.0% 1.0% 2.4% 0.8% 0.9% 1.0% 2.0%
por tamafio |1 forme
de <0.1% | <0.1% 0.1% 0.1% <0.1% | <0.1% 0.1% 0.1%
fragmento
Principal
al 50 %- 76.7% 73.5% 74.8% 65.5% 77.2% | 77.3% 76.2% 62.7%
IEX 90 %
Acido 19.4% | 20.8% 20.9% 20.3% 19.0% | 18.8% 19.8% 20.0%
Basico 3.9% 5.8% 4.4% 14.2% 3.8% 3.9% 3.9% 17.3%
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Informe
Viscosidad [de 7.9 NE NE NE 7.3 NE NE NE
resultado
Informe
Osmolalida
de 407 NE NE NE 416 NE NE NE
o resultado
Informe
Polisorbat |de
0.044%) 0.047% .046% 0.046% [0.045%| 0.047% .042% 0.046%
o 80 resultado
(%5 p/v)
MFT =25 pm 7 0 NE 44 0 5 NE 14
10-25 pum 26 76 NE 278 3 44 NE 99
5-10 pm 335 661 NE 1074 131 294 NE 698
2-5 pm 1246 2704 NE 3293 691 1289 NE 2491

FT: Congelacién-descongelacidn,

ambiente,

en vertical), 25

°C:

de HR

5 % de HR,

1000 1x:

(Congelacién a -30 °C y descongelacién a temperatura

25 °Cc + 2 °c,

tumbadas con
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exposicién a la luz de 1000 1x, Oscuridad: tumbadas sin exposicién a la luz cubriéndolas con
papel de aluminio, Met: Metionina, BY5: Equivalente a la solucidén de referencia BYs, RS3:

Suspensién de referencia III, FVP: Libre de particulas visibles, NE: No ensayado

S Tabla 46 Resultados del mapa de péptidos reducido
N.° de FO F15 Met (-) F18 Met (+)
formulacién | Inic |5 ° | 25 Inic | 5 ° | 25 25 °C 25 °C | Inic |5 ° | 25 25 °C 25 °C
ial C °C ial C °C |Oscuri | 1000 1 | ial C °C | Oscuri | 1000 1
10 oM | 2M oM | 2M | dad, | ux,7D oM | 2M | dad, | ux,7D
7D 7D
Secuenc HC | 100.| 100| 100| 100.| 100| 100]100.0%| 100.0%| 100.| 100| 100|100.0%| 100.0%
ia s .0% .0% % .0% .0% % .0% .0%
Cobertu LC| 99.5| 100| 100] 100. | 98. | 100|100.0% 98.6%| 98.6 | 100 | 100 98.6% 98.6%
15 ra 5| .os| .02 5| 63| .0% 5| .o2| .03
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Desamid HC| 8.7%| 8.4| 8.3 8.2%| 7.6| 7.6 7.6% 7.8%5 | 7.7% | 7.2 7.2 7.7% 7.6%
acién N33 5 % % % % %
2
Lc|{11.0| 11.| 12. | 11.1| 10.| 11. 10.8% 10.5% | 11.0 | 10.| 11. 10.3% 10.7%
N33 % % % % % % % % %
Oxidaci HC <1l%| 4.5 5.0 3.5%| 4.0 5.8 4.3% 12.4% | 2.7%| 2.7| 2.8 3.1% 9.4%
6n M25 % % % % % %
9
HC <1% | <1%| <1% <1% | <1%| <1% <1% 1.9% <1% | <1%| <1% <1l% <1%
M35
6
HC| 3.4%| 2.4 | 2.8 1.9%| 2.1 | 2.7 2.7% 9.6% | 1.7%| 1.4| 1.5 0.8% 8.2%
M43 3 % % % % %
5
LC|{1.5%| 1.5 1.5(1.6%| 1.8 1.7 1.8% 2.2%| 1.6%5| 1.5 1.4 1.7% 1.7%
M4 % % % % % %
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Pérdida HC| 95.6| 96. 95. ] 98.7 | 98. 98. 98.6% 98.7% | 98.5 | 98. 98. 98.6% 98.6%
de Lis. | K45 % % 8% % 6% 6% % 7% 7%
4
N- A2G| 3.1%| 3.0 2.8 2.3%| 2.3| 2.2 2.2% 2.2% 1 2.3%| 2.3 2.3 2.3% 2.3%
S) glucano 0 % $ $ % % %
HC N304 | A2G| 57.0| 55. 55. | 52.2 | 54. 53. 53.3% 53.1%| 52.9| 52. 53. 53.3% 53.6%
OF % 5% 2% % 3% 0% % 7% 8%
A2G | 34.8| 34. 34. | 37.8| 38. 39. 38.7% 38.1% | 39.1 | 39. 38. 39.1% 38.8%
1F % % % % % % % % %
10 A2G| 5.2%| 5.1 5.2 5.7%| 5.3| 5.7 5.9% 5.4% | 5.6%| 5.6| 5.4 5.3% 5.4%
2F % % % % % %
M5 0.0%| 1.2 1.1]1.0%| 0.0] 0.0 0.0% 0.0%10.0%| 0.0 0.0 0.0% 0.0%
M8 0.0%| 1.2 1.1(1.0%| 0.0] 0.0 0.0% 1.1%]1 0.0%| 0.0 0.0 0.0% 0.0%
15 3 5 5 5 5 5

Met: Metionina, 5 °C: 5 °C = 3 °C, 25 °C: 25 °C + 2 °C, 60 $ de HR + 5 % de HR, 1000 1x:
tumbada con exposicidédn a la luz de 1000 1x, Oscuridad: tumbada sin exposicién a la luz

cubriéndola con papel de aluminio, HC: cadena pesada, LC: cadena ligera
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F. Conclusién

[00241] Los atributos de calidad fueron comparables
entre las formulaciones de BAN2401 con una variacidén de pH
de pH 4.5 a pH 5.5. s a pH 4.0 mostrdé una menor tasa de
formaciédn de agregados y, por el contrario, una mayor tasa
de formacidén de fragmentos durante el almacenamiento. No se
observaron diferencias significativas entre las
formulaciones con y sin metionina a una concentracidn de
10 mmol/1 basdndose en las evaluaciones de calidad, estudios
de estabilidad que incluyen a largo plazo, acelerada,
congelacidén-descongelacidén y fotoestabilidad. Aunque se
observaron una tasa de formacién de agregados ligeramente
mas lenta y una menor supresién en la oxidacidédn del residuo
de aminodcidos, las diferencias no fueron significativas. En
conclusién, se determindé que F15 vy F21, que estaban
compuestos por 200 mg/ml de BAN2401, 25 mmol/l de L-
histidina/clorhidrato de histidina, 200 mmol/l1 de L-
arginina, 0.05 % (p/v) de polisorbato 80 a un pH de 5.0 #
0.5, eran buenos candidatos a sustancia farmacoldgica para
un mayor desarrollo.

Ejemplo 10: Investigacién sobre el efecto de 1la
concentracién de arginina en la estabilidad de la formulacién
de BAN2401

[00242] Se evalud el efecto de la concentracidn de
arginina (0, 50, 100 y 200 mmol/l) sobre la estabilidad de
BAN2401 a 200 mg/ml. Las muestras de cada nivel de
concentracién de arginina se almacenaron en condiciones
aceleradas (25 °C/60 % de HR) y se analizaron a los 0, 1 y
2 meses.

A. Preparacién de las muestras
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[00243] Las muestras (F1-F4) se prepararon mediante

intercambio de tampdén del intermedio de proceso de sustancia
BAN2401 mediante

farmacoldégica de concentrado

ultrafiltracién. Después de la filtracidén aséptica, cada
muestra de 0.4 ml se cargd en un vial. La informacidén de las
muestras se muestra en la Tabla 47.

Tabla 47 Informacidén de las muestras

Estabil
N.° de
izador Polisor
formulaci |BAN2401 | Tampdn pH
(argini bato 80
6n
na)
200 mg/ | Histidina 0 mmol/ |0.05 % 5.
Fl
ml 25 mmol/1 1 (p/v) 0
200 mg/ | Histidina 50 mmol |0.05 % 5.
F2
ml 25 mmol/1 /1 (p/Vv) 0
200 mg/ | Histidina 100 mmo | 0.05 % 5.
F3
ml 25 mmol/1 1/1 (p/Vv) 0
200 mg/ | Histidina 200 mmo |0.05 % 5.
F4
ml 25 mmol/1 1/1 (p/v) 0
B. Resultados
[00244] Los resultados de este estudio de estabilidad

para las muestras Fl a F4 se muestran en las Tablas 48 a 51.
No hubo diferencia en el pH y la concentracidédn de proteina
entre las muestras, y el nivel de concentracidédn de arginina
fue consistente con el objetivo para las muestras iniciales.

[00245] El % de agregados para muestras que contenian

arginina (F2 a F4) fue menor que el de la muestra sin arginina

(F1).
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Tabla 48 Resultados de prueba de la muestra Fl1 (arginina

0 mmol/l objetivo)

Elementos de prueba Inicial 1M 2M
PH 5.1 - -
Concentracidn de
195 - -
proteina (mg/ml)
% de 4rea de
98.3% 98.0% 97.8%
mondémero
% de Aarea de
SEC 1.6% 1.7% 1.9%
agregados
% de 4rea de
0.1% 0.2% 0.3%
fragmentos
Concentracidn de
1 — —
arginina (mmol/1)

Tabla 49 Resultados de prueba de la muestra F2

(arginina 50 mmol/1l objetivo)

Elementos de prueba Inicial 1M 2M
PH 5.0 - -
Concentracidédn de
192 - -
proteina (mg/ml)
% de area de
98.4% 98.1% 97.8%
mondémero
% de area de
SEC 1.5% 1.7% 1.8%
agregados
% de 4area de
0.1% 0.2% 0.4%
fragmentos
Concentracidédn de
47 - -
arginina (mmol/1)
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Tabla 50 Resultados de prueba de la muestra F3

(arginina 100 mmol/l objetivo)

Elementos de prueba Inicial 1M 2M
PH 5.0 - -
Concentracidn de
198 - -
proteina (mg/ml)
% de Aarea de
98.4% 98.1% 97.8%
mondémero
% de Aarea de
SEC 1.5% 1.7% 1.8%
agregados
% de 4rea de
0.1% 0.2% 0.4%
fragmentos
Concentracidédn de
87 - -

arginina (mmol/1)

Tabla 51 Resultados de prueba de la muestra F4

(arginina 200 mmol/l objetivo)

Elementos de prueba Inicial 1M 2M
PH 5.0 - -
Concentracidédn de
191 - -
proteina (mg/ml)
% de 4rea de
98.4% 98.1% 97.9%
mondémero
% de 4rea de
SEC 1.5% 1.6% 1.7%
agregados
% de Aarea de
0.1% 0.2% 0.4%

fragmentos
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Concentracidn de
173 - -
arginina (mmol/1)

C. Analisis y conclusién

[00246] Los resultados de este estudio indicaron que
las concentraciones de arginina de 50 a 200 mmol/ previenen
aumentos de agregados de proteina en la formulacién de
200 mg/ml de BAN2401. La variacién de la concentracidn de
arginina entre lotes puede resultar en una variacidn en el
% de agregado entre lotes. Ademds, la concentracidn de
arginina puede afectar a la tendencia de aumento del % de
agregados en el estudio de estabilidad.

[00247] La formulacién que comprende tampdén de
histidina parecié mostrar un efecto en la reduccidén de la
fragmentacidén de BAN2401 en comparacidédn con el porcentaje de
fragmentacién en la muestra F1 con el porcentaje de
fragmentacidén que se muestra en la Figura 11 en el Ejemplo
2, en el que se usaron las muestras que comprenden 200 mg/ml

de BAN2401, citrato de sodio 50 mM y cloruro de sodio 100 mM.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Tabla 52. Secuencias de aminoacidos de regiones

variables de mAb

Cadena de

mAb SEQ ID NO | Secuencia de aminoacidos
IgG
BAN2401 Cadena 1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSASG
pesada FTFSSFGMHWVRQAPGKGLEWVAYIS
SGSSTIYYGDTVKGREFTISRDNAKNS
LFLOMSSLRAEDTAVYYCAREGGYYY
GRSYYTMDYWGQGTTVTVSS
BAN2401 Cadena 2 DVVMTQSPLSLPVTPGAPASISCRSS
ligera QSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLL

IYKVSNREFSGVPDRFSGSGSGTDFTL
RISRVEAEDVGIYYCFQGSHVPPTFEG
PGTKLEIK

Tabla 53. Secuencias de aminoacidos de regiones

constantes de mAb

mAb

Cadena de

IgG

Clase

SEQ ID NO

Secuencia de

aminoacidos

BAN2401

Cadena

pesada

IgGl 3

ASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLT
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VLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPTIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOQPENNYKTTPPVLDSDG
SFEFLYSKLTVDKSRWQQGN
VEFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK
BAN2401 Cadena kappa | 4 RTVAAPSVFIFPPSDEQLK
ligera SGTASVVCLLNNEFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSEFNRGEC
Tabla 54. Secuencias de aminoacidos de CDR de mAb
Cadena de
mAb SEQ ID NO | Secuencia de aminoacidos
IgG
BAN2401 HCDR1 5 SEFGMH
HCDR2 6 YISSGSSTIYYGDTVKG
HCDR3 7 EGGYYYGRSYYTMDY
BAN2401 LCDR1 8 RSSQSTIVHSNGNTYLE
LCDR2 9 KVSNREFES
LCDR3 10 FOQGSHVPPT

Cadena pesada (SEQ ID NO: 11):

evglvesggglvagpggslrlscsasgftfssfgmhwvrgapgkglewvayissgsstiy

ygdtvkgrftisrdnaknslflgmsslraedtavyycareggyyygrsyytmdywgggt

tvtvssastkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtf

pavlgssglyslssvvtvpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkrvepkscdkthtcppc

papellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnak
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tkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpapiektiskakggprepg
vytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsffl
yskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

Cadena ligera (SEQ ID NO: 12):
dvvmtgsplslpvtpgapasiscrssgsivhsngntylewylgkpggspklliykvsnr
fsgvpdrfsgsgsgtdftlrisrveaedvgiyycfggshvpptfgpgtkleikrtvaap
svfifppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdst
yslsstltlskadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el mejor
método conocido por la solicitante para llevar a la préctica
la citada invenciédn, es el que resulta claro de la presente

descripcidén de la invencién.



