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DESCRIPCION
FORMULACIONES ESTABLES DE POLIPEPTIDOS Y USOS DE LAS MISMAS
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a formulaciones de dominios variables individuales. Mas especificamente la
presente invencion proporciona formulaciones que contienen dominios variables individuales a una concentracion
elevada y que todavia pueden transportarse y/o almacenarse durante periodos de tiempo mas largos. Las
formulaciones de la invencion con la concentracién elevada de dominios variables individuales son adecuadas para
la administracién subcutanea.

La invencion se refiere ademas a recipientes y unidades farmacéuticas que comprenden dichas formulaciones y a
usos profilacticos y terapéuticos de las formulaciones y unidades farmacéuticas de la invencion.

Otros aspectos, modos de realizacion, ventajas y aplicaciones de la invencion resultaran claras a partir de la
descripcién adicional en el presente documento.

TECNICA ANTERIOR

A menudo proteinas tales como anticuerpos terapéuticos se transportan y/o se almacenan para un uso posterior. Es
importante que dichas proteinas conserven la estabilidad y la actividad biolégica de la proteina en diversas
condiciones tales como diferentes regimenes de temperatura y estrés mecanico.

Determinadas preparaciones liquidas de anticuerpos previas han mostrado cortos periodos de validez y pérdida de
la actividad biologica de los anticuerpos debido a inestabilidades quimicas y/o fisicas durante el transporte y el
almacenamiento. La inestabilidad quimica puede estar provocada por desamidaciéon, racemizacion, hidrdlisis,
oxidacion, beta-eliminacion o intercambio de disulfuros, y la inestabilidad fisica puede estar provocada por
desnaturalizacién, agregacion, precipitacion o adsorcion de los anticuerpos. Entre estas, se sabe que la agregacion,
la desamidacion y la oxidacion son las causas mas comunes de la degradacion de anticuerpos (Cleland et al., 1993,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 10: pag. 307-377).

Los nanocuerpos (como se describen adicionalmente en el presente documento) se caracterizan por la formacion
del sitio de unién a antigeno mediante un dominio variable individual, que no requiere interacciéon con un dominio
adicional (por ejemplo, en forma de interaccién VH/VL) para el reconocimiento del antigeno. Los nanocuerpos contra
RANKL que pueden inhibir la formacién de osteoclastos y que podrian ser candidatos para el desarrollo de farmacos
adicional se describen en el documento WO 08/142164. Recientemente se ha descubierto el sistema
OPG/RANKL/RANK como factores reguladores fundamentales en la patogenia de enfermedades y trastornos dseos
como por ejemplo la osteoporosis.

Hasta ahora, la mayoria de los dominios variables individuales se han administrado por via intravenosa. Sin
embargo, las inyecciones intravenosas (e intramusculares) las administra generalmente el médico o el personal
médico profesional. Por tanto, el paciente debe acudir a un consultorio o un hospital con regularidad para recibir
tratamiento. Aparte del malestar creado, el tiempo requerido por este tipo de aplicacion a menudo da lugar a un
cumplimiento insatisfactorio por el paciente, particularmente cuando el tratamiento se prolonga durante varios
meses. La inyeccion subcutanea ofrece al paciente la posibilidad de autoadministrarse el farmaco y por consiguiente
mejorar la cooperacion y el cumplimiento de los pacientes. Estas ventajas son ain mas evidentes en el caso de un
tratamiento a largo plazo, tal como el tratamiento de enfermedades y trastornos 6seos. Otra ventaja de la
administracién subcutanea se encuentra en una tasa de complicaciones sustancialmente menor debido a posibles
efectos secundarios, tales como formacion de abscesos y lesiones en los nervios.

Sin embargo, el volumen de formulacion farmacéutica que puede administrarse a un paciente por via subcutanea,
esta mas restringido. Por tanto, con el fin de poder administrar una dosis suficiente de principio activo al paciente,
para la administracion subcutanea, se requiere una mayor concentracion de sustancia farmacéutica en la
formulacion farmacéutica, de modo que todavia pueda obtenerse el efecto bioldgico requerido. Sin embargo, la
formulacion a una concentracion elevada de proteinas va unida a diversos desafios y riesgos, siendo el mayor riesgo
la formacién de agregados. Por tanto, entender el comportamiento fisicoquimico del dominio variable individual a una
concentracion elevada de proteinas es de una importancia clave antes de definir la formulacién final del compuesto
farmacéutico.

RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona formulaciones de dominios variables individuales (también denominadas
“formulacién/formulaciones de la invencién”) que son adecuadas para la administracion subcutanea a un sujeto. Las

formulaciones de la invencion comprenden el dominio variable individual a concentraciones de 30 mg/ml o mayores
(tales como, por ejemplo, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 65 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml o incluso
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100 mg/ml o mayores) y todavia presentan una buena estabilidad, niveles de agregacion de bajos a indetectables,
niveles de fragmentacion/degradacion de dominios variables individuales de bajos a indetectables y de muy poca a
ninguna pérdida de las actividades biolégicas de los dominios variables individuales, incluso durante el transporte y/o
periodos de almacenamiento prolongados.

La presente invencién proporciona datos de estabilidad para formulaciones con polipéptidos que comprenden uno o
mas dominios variables individuales (también denominados “polipéptidos de la invencién”) a una concentracion de
proteinas que es suficientemente elevada para ser compatible con la administracién subcutanea. La invencién
demuestra ademas que dichas formulaciones pueden transportarse y tienen un periodo de validez prolongado
aplicando condiciones de estrés mecanico y mediante el almacenamiento en diversas condiciones de estrés tales
como en forma liofilizada, a 2 °C-8 °C, en un estado congelado a -20 °C+5 °C o por debajo de -64 °C (tal como por
ejemplo a -80 °C) y a temperatura elevada.

El polipéptido que comprende uno o mas dominios variables individuales para su uso en la formulacién de la
invencion puede ser terapéutico o profilactico, y puede ser util en el tratamiento y/o el control de una o mas
enfermedades. En un aspecto especifico, el polipéptido tiene tres dominios variables individuales. En otro aspecto
especifico, el polipéptido es util en enfermedades y/o trastornos asociados con pérdida 6sea. Preferentemente, el
polipéptido se dirige contra RANKL y/o HSA y/o se une especificamente a ellos. Mas preferentemente, el polipéptido
se dirige contra RANKL y HSA y/o se une especificamente a ellos. En otro aspecto especifico, el polipéptido
comprende al menos un dominio variable individual contra RANKL. En otro aspecto, el polipéptido comprende al
menos un dominio variable individual contra HSA. En aun otro aspecto, el polipéptido comprende al menos un
dominio variable individual contra RANKL y al menos un dominio variable individual contra HSA. El dominio o los
dominios variables individuales usados en el polipéptido de la invencién se seleccionan del documento
WO 08/142164. El polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente que comprende dos dominios variables
individuales contra RANKL y un dominio variable individual contra HSA, es decir, SEQ ID NO: 1.

Las formulaciones de la presente invencién comprenden un polipéptido de ese tipo de la invencién a una
concentracion elevada (es decir, al menos 30 mg/ml, al menos 40 mg/ml, al menos 50 mg/ml, preferentemente al
menos 60 mg/ml, al menos 65 mg/ml o al menos 70 mg/ml, mas preferentemente al menos 80 mg/ml o al menos
90 mg/ml, lo mas preferentemente al menos 100 mg/ml o mas) y todavia presentan estabilidad en una o mas de las
siguientes condiciones de estrés:

- multiples (hasta 10) ciclos de congelacién/descongelacion;

- almacenamiento a una temperatura de -20 °C+5 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6
meses, al menos 9 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios o0 mas);

- almacenamiento a una temperatura de 2 °C-8 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6 meses,
al menos 9 meses, al menos 11 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios o0 mas);

- almacenamiento a una temperatura de 25 °C+5 °C hasta al menos 6 semanas;

- almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas); y/o

- estrés mecanico.
El estrés mecanico como se usa en la presente invencion puede ser cualquier forma de fuerza externa aplicada
sobre la formulacién que puede afectar a la estabilidad del polipéptido presente en la formulacién. Sin quedar
limitado, el estrés mecanico aplicado a la disoluciéon puede ser estrés por cizalladura, estrés por agitacion, estrés por
remocion, estrés por rotacion, etc. Preferentemente la formulacion de la invencién es estable en una o mas de las
siguientes formas de estrés mecanico:

- remover la formulacién durante de 10 s a 1 min;

- empujar la formulacion a través de una aguja (25 G, preferentemente 26 G, mas preferentemente 27 G, incluso

mas preferentemente 28 G, lo mas preferentemente 29 G o mas) con una jeringuilla (la jeringuilla usada puede

ser cualquier jeringuilla disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, una jeringuilla de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml,

5 ml, 10 ml hasta 50 ml);

- rotar durante dos dias a 10 rpm; y/o

- agitar durante 1 hora a temperatura ambiente y/o 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal como 50 rpm, 100 rpm o
mas).

Preferentemente, las formulaciones de la presente invencion son estables en mas de una (como dos, tres, cuatro,
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cinco, seis, siete u ocho) de las condiciones de estrés anteriores, lo mas preferentemente en todas las condiciones
de estrés anteriores.

Por consiguiente, el polipéptido de la invencion presente en la formulacion de la invencién a una concentracion
elevada (es decir, al menos 30 mg/ml, al menos 40 mg/ml, al menos 50 mg/ml, preferentemente al menos 60 mg/ml,
al menos 65 mg/ml o al menos 70 mg/ml, mas preferentemente al menos 80 mg/ml o al menos 90 mg/ml, lo mas
preferentemente al menos 100 mg/ml o mas):

- es estable después de muiltiples (hasta 10) ciclos de congelacion/descongelacion, determinandose dicha
estabilidad mediante medicion de DO320/D0280, SE-HPLC, IEX-HPLC, RP-HPLC, ensayo de potencia (como
Biacore o ELISA) y/o SDS-PAGE;

-es estable durante el almacenamiento a una temperatura de -20 °C+5°C hasta al menos 3 meses
(preferentemente al menos 6 meses, al menos 9 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios o mas),
determinandose dicha estabilidad mediante medicion de OD320/0D280, SE-HPLC, IEX-HPLC, RP-HPLC,
ensayo de potencia (como Biacore o ELISA) y/o SDS-PAGE;

-es estable durante el almacenamiento a una temperatura de 2 °C-8 °C hasta al menos 3 meses
(preferentemente al menos 6 meses, al menos 9 meses, al menos 11 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso
2 afos 0 mas), determinandose dicha estabilidad mediante medicién de OD320/0D280, SE-HPLC, IEX-HPLC,
RP-HPLC, ensayo de potencia (como Biacore o ELISA) y/o SDS-PAGE;

-es estable durante el almacenamiento a una temperatura de 25 °C+5 °C hasta al menos 6 semanas,
determinandose dicha estabilidad mediante medicion de OD320/0D280, SE-HPLC, IEX-HPLC, RP-HPLC,
ensayo de potencia (como Biacore o ELISA) y/o SDS-PAGE;

-es estable durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5°C hasta al menos 2 semanas
(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al
menos 8 semanas o mas), determinandose dicha estabilidad mediante medicién de OD320/0D280, SE-HPLC,
IEX-HPLC, RP-HPLC, ensayo de potencia (como Biacore o ELISA) y/o SDS-PAGE;

- es estable cuando se remueve la formulacion durante de 10 s a 1 min;

- es estable cuando se empuja la formulacién a través de una aguja (25 G, preferentemente 26 G, mas
preferentemente 27 G, incluso mas preferentemente 28 G, lo mas preferentemente 29 G o mas) con una
jeringuilla (la jeringuilla usada puede ser cualquier jeringuilla disponible comercialmente, tal como, por ejemplo,
una jeringuilla de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta 50 ml);

- es estable cuando se hace rotar durante dos dias a 10 rpm; y/o

- es estable cuando se agita durante 1 hora a temperatura ambiente y/o 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal
como 50 rpm, 100 rpm o mas).

En otro aspecto, el polipéptido presente en la formulacién de la invencién tiene un perfil de temperatura de fusion
bifasico en el que una Tm1 es de al menos 60 °C o mas, preferentemente al menos 61°C o mas, mas
preferentemente al menos 62 °C o mas y la Tm2 es de al menos 65 °C o mas, preferentemente al menos 66 °C o
mas, mas preferentemente al menos 67 °C o mas, tal como se mide mediante el ensayo de desplazamiento térmico
y/o calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La estabilidad de las formulaciones de la presente invencion puede demostrarse por el hecho de que menos de un
10 % de los polipéptidos forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalua
mediante RP-HPLC) y/o menos de un 25 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia
mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.
Preferentemente menos de un 10 % de los polipéptidos forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por
ejemplo, como se evalia mediante RP-HPLC) y menos de un 25 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo,
como se evalua mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés
anteriores. Mas preferentemente menos de un 15 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evallua
mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.

En un aspecto especifico, menos de un 10 % de los polipéptidos presentes en la formulacion de la invencion forma
piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalia mediante RP-HPLC) durante el
almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas). En otro
aspecto especifico, menos de un 25 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante
SE-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas
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(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al
menos 8 semanas o mas). En un aspecto especifico, menos de un 10 % de los polipéptidos presentes en la
formulacién de la invencion forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalla
mediante RP-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2
semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas) y menos de un 25 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo,
como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas). Preferentemente menos de un 15 % de los polipéptidos forma
dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas).

Aparte de esto y/o ademas, la estabilidad de las formulaciones de la presente invenciéon puede demostrarse
mediante el hecho de que solo muestra niveles de bajos a indetectables de agregaciéon (por ejemplo, como se
evalua mediante SE-HPLC, recuento de particulas subvisibles, ultracentrifugacion analitica, dispersion dinamica de
la luz, medicion de la proporcion DO320/D0O280 y/o dispersion elastica de la luz) incluso durante almacenamiento en
una o mas de las condiciones de estrés anteriores. En un aspecto especifico, las formulaciones de la presente
invencion solo muestran niveles de agregacion de bajos a indetectables (por ejemplo, como se evalia mediante SE-
HPLC, recuento de particulas subvisibles, ultracentrifugacion analitica, dispersion dinamica de la luz, medicion de la
proporcion DO320/D0280 y/o dispersion elastica de la luz) a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos
2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas).

Aparte de esto y/o ademas, la estabilidad de las formulaciones de la presente invenciéon puede demostrarse
mediante el hecho de que solo muestra niveles de bajos a indetectables de fragmentacion y/o degradacién de los
polipéptidos (por ejemplo, como se evalia mediante SDS-PAGE, SE-HPLC, RP-HPLC y/o IEX-HPLC) incluso
durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores. En un aspecto especifico, las
formulaciones de la presente invencién solo muestran niveles de bajos a indetectables de fragmentacion y/o
degradacion de los polipéptidos (por ejemplo, como se evalua mediante SDS-PAGE, SE-HPLC, RP-HPLC y/o IEX-
HPLC) a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas,
mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas).

Aparte de esto y/o ademas, la estabilidad de las formulaciones de la presente invencion puede demostrarse
mediante el hecho de que muestra de muy poca a ninguna pérdida de las actividades bioldgicas (por ejemplo, como
se evalua mediante ELISA y/o Biacore) incluso durante almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés
anteriores. En un aspecto especifico, las formulaciones de la presente invencién muestran de muy poca a ninguna
pérdida de las actividades bioldgicas (por ejemplo, como se evalia mediante ELISA y/o Biacore) a una temperatura
de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas).

Mas especificamente, en las formulaciones de la presente invencién al menos un 80 % (preferentemente al menos
un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %) de los polipéptidos preferentemente conserva su actividad de
union a RANKL (por ejemplo, como se evaltia mediante ELISA y/o Biacore) después del almacenamiento en una o
mas de las condiciones de estrés anteriores, en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento.

Ademas, en las formulaciones de la presente invencion al menos un 80 % (preferentemente al menos un 90 %, mas
preferentemente al menos un 95 %) de los polipéptidos preferentemente conserva su actividad de unién (por
ejemplo, como se evallia mediante ELISA y/o Biacore) a HSA después del almacenamiento en una o mas de las
condiciones de estrés anteriores, en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento. En un
aspecto preferente, al menos un 80 % (preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %)
de los polipéptidos presentes en la formulacion de la invenciéon conserva su actividad de union (por ejemplo, como
se evalua mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL y HSA después del almacenamiento en una o mas de las
condiciones de estrés anteriores, en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento.

En un aspecto especifico, al menos un 80 % (preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un
95 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo, como se evalla mediante ELISA y/o Biacore)
a RANKL después del almacenamiento a 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos
4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas), en
comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento. En otro aspecto especifico, al menos un 80 %
(preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %) de los polipéptidos conserva su
actividad de union (por ejemplo, como se evalia mediante ELISA y/o Biacore) a HSA tras el almacenamiento a
37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas), en comparacion con la actividad de union
antes del almacenamiento. Preferentemente, al menos un 80 % (preferentemente al menos un 90 %, mas
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preferentemente al menos un 95 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo, como se evalua
mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL y HSA después del almacenamiento a 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2
semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas), en comparacion con la actividad de union antes del almacenamiento.

En consecuencia, la presente invencion proporciona formulaciones estables de polipéptidos que comprenden dos
dominios variables individuales que se unen a RANKL y un dominio variable individual que se une a HSA, es decir,
SEQ ID NO: 1 a una concentracion elevada (como se define en el presente documento), en las que

- menos de un 10 % de los polipéptidos forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como
se evalua mediante RPHPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2
semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas);

-menos de un 25 % de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC)
durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al
menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o
mas);

- al menos un 80 % de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo, como se evalia mediante
ELISA y/o Biacore) a al menos una de sus (preferentemente a todas sus) dianas después del almacenamiento a
37 °C+5 °C hasta 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas,
lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas), en comparacion con la actividad de unién antes del
almacenamiento; y/o

- el polipéptido es estable bajo estrés mecanico.

En un aspecto especifico de la invencion, dichas formulaciones son homogéneas. En otro aspecto, las formulaciones
de la invencién son estériles. Ademas del polipéptido de la invencion a una concentracion elevada (como se define
anteriormente), las formulaciones de la presente invencion comprenden al menos un vehiculo acuoso (por ejemplo,
agua destilada, agua MilliQ o API) y un tampén. La formulacién de la invencion comprende un tampoén fosfato (es
decir, hidrogenofosfato de disodio / NaoHPO4) pH 7,0 a una concentracion de 10 mM.

En consecuencia, la presente invencién proporciona formulaciones estables de polipéptidos que comprenden uno o
mas dominios variables individuales, comprendiendo dichas formulaciones un vehiculo acuoso, el polipéptido a una
concentracion desde aproximadamente 30-150 mg/ml, tal como al menos 30 mg/ml, al menos 40 mg/ml, al menos
50 mg/ml o al menos 60 mg/ml, preferentemente al menos 65 mg/ml o al menos 70 mg/ml, mas preferentemente al
menos 80 mg/ml o al menos 90 mg/ml, incluso mas preferentemente al menos 100 mg/ml o mas, y un tampoén tal
como un tampodn fosfato o acetato a una concentracion de aproximadamente 10-20 mM y con un pH que varia entre
55 y 7,0. Por supuesto, es evidente que la misma disolucién tampdén también puede contener menores
concentraciones del polipéptido (no reivindicado) de la invencion, tales como por ejemplo desde 1 hasta 10 mg/ml o
desde 1 hasta 20 mg/ml, tal como 1 mg/ml, 2mg/ml, 5mg/ml, 10 mg/ml, 15mg/ml o 20 mg/ml, cuyas
concentraciones pueden, por ejemplo, ser utiles en otras formas de administracion, tales como otras formas de
administracion parenteral (tal como, por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intracraneal, etc.).

Preferentemente, la formulacion de la invencién es isotonica o ligeramente hipoténica y/o tiene una osmolalidad de
aproximadamente 290 + 60 mOsm/kg, como aproximadamente 240 o mayor, 250 o mayor o 260 o mayor. En
consecuencia, la formulacion de la invencién puede comprender ademas una sal, tal como, por ejemplo, NaCl, a una
concentracion en el intervalo de aproximadamente 0 mM a aproximadamente 200 mM, preferentemente de 100 mM
a 150 mM, como aproximadamente 115 mM.
En otro aspecto especifico, las formulaciones de la invencion comprenden tensioactivos (por ejemplo, Tween20 o
Tween80) a una concentracién en el intervalo de aproximadamente un 0 % a aproximadamente un 0,1 % (v:v), tal
como por ejemplo un 0,01 % (v:v).
En consecuencia, una formulacién preferente de la invencién puede comprender:

- 30-150 mg/ml de SEQ ID NO: 1;

- 10 mM de hidrogenofosfato de disodio (NazHPO,);

- 100-150 mM de cloruro de sodio (NaCl);

- Tween80 al 0-0,1 % (v:v), tal como, por ejemplo, Tween80 al 0,01 % (v:v).
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Un ejemplo y formulacion preferente de la invencion comprende 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1, 10mM de
hidrogenofosfato de disodio (Na;HPO4), 115 mM de cloruro de sodio (NaCl) y Tween80 al 0,01 % (v:v).

En un aspecto preferente, la formulaciéon de la invencién es una formulacién farmacéutica.

La presente invencion proporciona ademas procedimientos para preparar las formulaciones estables de la invencion.
Los procedimientos de la invencién pueden comprender las etapas de concentracion de un polipéptido que
comprende uno o mas dominios variables individuales y de intercambiarlo con el tampon preferente.

La invencién también se refiere a la liofilizacion y al secado por pulverizacion de las formulaciones de la invencion y
a la formulacion liofilizada y secada por pulverizacion obtenida como tal.

También se proporcionan recipientes, kits y dosificaciones unitarias farmacéuticas que comprenden las
formulaciones de la invencion para su uso, por ejemplo, por un profesional sanitario. En modos especificos de
realizacion, los kits o las dosificaciones unitarias farmacéuticas que comprenden las formulaciones estables de la
invencion se formulan para administracion parenteral (por ejemplo, por via intradérmica, por via intramuscular, por
via intraperitoneal, por via intravenosa y por via subcutanea) del polipéptido de la invencién a un sujeto humano.
Preferentemente, los kits y/o dosificaciones unitarias farmacéuticas se formulan para administracién subcutanea del
polipéptido de la invencién a un sujeto humano.

Las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y/o los kits pueden usarse en profilaxis
y/o tratamiento. En un aspecto especifico, las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias
farmacéuticas y/o los kits se usan para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades y/o trastornos 6seos, tales
como osteoporosis, osteopatias relacionadas con cancer y/o pérdida 6sea asociada con autoinmunidad y/o infeccién
virica.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1. Superposicion de los perfiles obtenidos mediante SE-HPLC a A280 nm de RANKL008a P#110708
después de 3 meses a 5 °C en PBS (A), tampon fosfato (B) y tampon acetato (C). Recuadro, ampliacion a 214 nm
sobre el pico principal y los picos secundarios.

Figura 2. Superposicion de los perfiles obtenidos mediante RP-HPLC a A280 nm de RANKL008a P#110708
después de 3 meses a 5 °C en PBS (A), tampon fosfato (B) y tampoén acetato (C). Recuadro, ampliacion sobre el
pico principal y los picos secundarios.

Figura 3. Superposicion de los perfiles obtenidos mediante SE-HPLC del marcador de filtraciéon en gel y
RANKLO0O8a (63 mg/ml) después de 8 semanas a 37 °C en PBS (como se describe en el ejemplo 4.1).

Figura 4. Superposicion y ampliaciéon de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC a A280 nm de
RANKLOO8a incubado hasta 8 semanas a 37 °C en tampon PBS. Aumento dependiente del tiempo del area de
superficie del pico previo (sem = semanas).

Figura 5. Superposicion y ampliacién de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC a A280 nm de
RANKLO0O8a (30 mg/ml y 63 mg/ml) incubado durante 6 semanas en tampén PBS (con y sin Tween80) a 37 °C. La
formacion de dimeros es dependiente de la concentracion.

Figura 6. Grafico que ilustra el aumento, dependiente del tiempo y de la concentracion, de la formacion de dimeros
como se observa durante el analisis mediante SE-HPLC de las muestras de estabilidad almacenadas a 37 °C.

Figura 7. Superposicion y ampliacién de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC a A280 nm de
RANKLO0O8a incubado a 37 °C. Los datos para las muestras de 63 mg/ml almacenadas durante 8 semanas se dan
en tampones sin Tween80 (A) y tampones con Tween80 al 0,02 % (v:v) (B).

Figura 8. Aumento dependiente del tiempo del area de superficie del pico de piroglutamato (linea continua) y el
descenso del area de superficie del pico principal (linea de puntos) para las diferentes muestras de RANKLO008a
almacenadas hasta 8 semanas a 37 °C. Los valores se representan como un % del area de superficie integrada
total. Obsérvese que el piroglutamato se forma mucho mas lentamente en acetato que en PBS y fosfato.

Figura 9. Superposiciéon de los cromatogramas obtenidos mediante IEX-HPLC de RANKLO008a incubado durante 8
semanas a 37 °C a 63 mg/ml (A) o 30 mg/ml (B). El area de superficie del pico posterior fue menor en tampdn
acetato y algo mayor a mayor concentracion de proteinas.

Figura 10. Analisis mediante Biacore de las muestras de RANKL008a sometidas a estrés a 63 mg/ml (A) y 30 mg/ml

(B). Se muestra el % de actividad en relacion con las muestras no sometidas a estrés (0 semanas). Lo mas probable
es que el aumento aparente de actividad para algunas muestras se deba a la evaporacion de la muestra durante la
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incubacion a 37 °C.

Figura 11. Andlisis mediante SDS-PAGE vy tincion IR de Krypton de las diferentes muestras de RANKL008a
sometidas a estrés. Carril 1: Marcador de PM (Bio-Rad n.° 161-0374), carriles 2-9: RANKL008a sometido a un ciclo
de congelacién/descongelacion (C/D) y almacenado durante 0-8 semanas (sem) a 37 °C. Las condiciones del
tampon se indican en los graficos. R: condiciones reductoras, NR: condiciones no reductoras.

Figura 12. Vision esquematica de los estudios de congelacion/descongelacion que se realizaron con RANKL0O08a a
60 mg/ml. El nanocuerpo se formulé en cuatro tampones diferentes y se someti6 a dos estrategias de
congelacion/descongelacion diferentes, con el primer ciclo de congelacién/descongelacion (CD) a -20 °C o a -80 °C.
Cada recuadro representa el estado en el que se realizé el analisis mediante RP-HPLC, SE-HPLC y IEX-HPLC. El
analisis de Biacore y el ensayo de potencia se realizaron en las muestras finales indicadas con *.

Figura 13. Superposicion de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC de RANKLOO8a liofilizado, (A)
directamente tras la reconstitucion (0 semanas a 37 °C) y tras el almacenamiento durante (B) 2 y (C) 4 semanas a
37 °C.

Figura 14. Superposiciéon de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC de RANKLO008a liofilizado
almacenado a 37 °C. Esta figura muestra la formacion dependiente del tiempo de dimeros en muestras liofilizadas
de RANKLO008a sometidas a estrés, formuladas en tampdn acetato o tampdn fosfato. No puede verse un efecto
aparente de la adicién de Tween80.

Figura 15. Superposicion de los cromatogramas obtenidos mediante RP-HPLC de RANKLOO08a liofilizado, (A)
directamente tras la reconstitucion y (B) tras el almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

Figura 16. Actividad de uniéon a RANKL y HSA de RANKLOO8a liofilizado y reconstituido en relacién con las
actividades antes de la liofilizacion.

Figura 17. Cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC a A280 nm de RANKLOO8a liofilizado en 10 mM de
fosfato, pH 7 + 100 mM de NaCl o 10 mM de fosfato, pH 7 + manitol al 5 %, después de la incubacion durante Oy 5
semanas a 37 °C. Se muestra una ampliacion sobre el pico principal como recuadro.

Figura 18. El analisis mediante SE-HPLC de RANKLO008a formulado en diferentes tampones y almacenado durante
varias semanas a 37 °C mostré un descenso dependiente del tiempo del area de superficie del pico principal (A) que
esta acompafado por un incremento en el % del pico previo (dimeros, B).

Figura 19. Cromatogramas obtenidos mediante RP-HPLC a A280 nm de RANKLOO8a liofilizado en 10 mM de
fosfato, pH 7 + 100 mM de NaCl o 10 mM de fosfato, pH 7 + manitol al 5 %, después de la incubacion durante Oy 5
semanas a 37 °C. Se muestra una ampliacion sobre el pico principal como recuadro.

Figura 20. Cromatogramas obtenidos mediante IEX-HPLC a A280 nm de RANKLO0O8a liofilizado en 10 mM de
fosfato , pH 7 + 100 mM de NaCl o 10 mM de fosfato , pH 7 + manitol al 5 %, después de la incubacion durante 0y 5
semanas a 37 °C. Se muestra una ampliacién sobre el pico principal como recuadro.

Figura 21. Ejemplo de una curva de fluorescencia (superior) y un primer diagrama derivado negativo (inferior)
obtenido en el ensayo de desplazamiento térmico como se describe en el ejemplo 11.

Figura 22. Fotografia y observacion visual de los viales después de remover. La muestra de RANKLO008a, diluida
(hasta 5 mg/ml) y sin diluir con o sin Tween 80 al 0,01 % (v:v) se removio6 con fuerza (10 s — 1 min).

Figura 23. Resumen de las diluciones y etapas realizadas en estudio de jeringabilidad tal como se describe en el
ejemplo 13. Tampén de formulaciéon = Na;HPO4 10 mM, 115 mM de NaCl (pH 7,0).

Figura 24. Proporciones de 320/278 y 350/278 (n=3) después del paso/almacenamiento de RANKLOO8a en
jeringuillas con diferentes diluyentes como se describe en el ejemplo 13.

Figura 25. Funcionalidad relativa de RANKLOO08a con respecto a HSA y RANKL después de dilucién en diferentes
diluyentes y paso/almacenamiento en jeringuillas como se describe en el ejemplo 13. Biacore: n=1;
referencia = P#090409nr1.

Figura 26. Vision general de estudio de diluyentes que compara la dilucion de etapa unica (tubo de poliestireno) con
la dilucién en serie (vial con cierre de seguridad) como se describe en el ejemplo 14. Placebo = 10 mM de Na;HPOs,,
115 mM de NaCl , Tween80 al 0,01 % (v:v) (pH 7,0).

Figura 27. Resumen del estudio del tamafio de aguja/calibre con RANKLO008a diluido como se describe en el
ejemplo 15.
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Figura 28. Resumen del estudio adicional del tamafio de aguja/calibre con RANKLO008a diluido y sin diluir como se
describe en el ejemplo 15.

Figura 29. Cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC de RANKLO008a a 156 mg/ml, formulado en PBS o PBS +
Tween80 al 0,02 % (v:v). Recuadro, ampliacion sobre el pico principal.

Figura 30. Superposicion de los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC de RANKL008a a 156 mg/ml
después de 6 semanas a 25 °C. Recuadros, ampliacion sobre el pico principal para demostrar la formacion y el
aumento dependientes del tiempo del pico previo y posterior.

Figura 31. Superposicion de los perfiles obtenidos mediante SE-HPLC del marcador de filtracion en gel y
RANKLO0O8a (156 mg/ml) después de 6 semanas a 25 °C en PBS.

Figura 32. Cromatogramas obtenidos mediante RP-HPLC de RANKLO008a a 156 mg/ml, formulado en PBS o PBS +
Tween80 al 0,02 % (v:v). Recuadro, ampliacion sobre el pico principal.

Figura 33. Panel izquierdo: cromatogramas obtenidos mediante RP-HPLC de RANKL008a a 156 mg/ml después del
almacenamiento durante 6 semanas a 25°C. Panel derecho: ampliacion sobre el pico principal y picos
previo/posterior.

Figura 34. Numero de particulas subvisibles en muestras sometidas y no sometidas a estrés de RANKLO08a a
156 mg/ml como se mide mediante PAMAS.

Figura 35. Superposicion de cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC de muestras de fosfato (Tween80 al
10,02 % (v:v)) después del almacenamiento durante 11 meses a 5 °C (A = 280 nm).

Figura 36. Superposicion de cromatogramas obtenidos mediante RP-HPLC de muestras en diferentes tampones:
comparacion entre 11 meses a 5 °C y -20 °C a 63 mg/ml (lado izquierdo) y 30 mg/ml (lado derecho). PBS (A), fosfato
(B) y acetato (C).

Figura 37. Curva de despliegue de calorimetria diferencial de barrido de RANKLOO08a. Se aplicd un modelo con
varias etapas intermedias al barrido de la DSC correspondiente a RANKL008a.

Figura 38. Curva de despliegue de calorimetria diferencial de barrido de Alb8. La muestra se sometid a barrido
hasta 80 °C (1) y se volvio a realizar un barrido de la misma muestra (2). Se observé una T, de 62,8 °C.

Descripcion detallada

A menos que se indique o se defina lo contrario, todos los términos usados tienen su significado habitual en la
técnica, que estara claros para el experto. Por ejemplo, se hace referencia a los manuales convencionales, tales
como Sambrook et al, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (2.2 ed.), vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989); F. Ausubel et al, eds., “Current protocols in molecular biology”, Green Publishing and Wiley
Interscience, Nueva York (1987); Lewin, “Genes II”, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., (1985); Old et al.,
“Principles of Gene Manipulation: An Introduction to Genetic Engineering”, 2.2 edicion, University of California Press,
Berkeley, CA (1981); Roitt et al., “Immunology” (6.2 ed.), Mosby/Elsevier, Edimburgo (2001); Roitt et al., Roitt’s
Essential Immunology, 10.2 ed. Blackwell Publishing, RU (2001); y Janeway et al., “lmmunobiology” (6.2 ed.), Garland
Science Publishing/Churchill Livingstone, Nueva York (2005), asi como la técnica anterior general citada en el
presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término “aislado” en el contexto de un polipéptido se refiere a un
polipéptido que esta sustancialmente libre de material celular o proteinas contaminantes de la fuente de células o
tejidos de la que se deriva, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. La expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de un
polipéptido en las que el polipéptido se separa de componentes celulares de las células de las que se aisla o se
produce de manera recombinante. Por tanto, un polipéptido que esta sustancialmente libre de material celular
incluye preparaciones de un polipéptido que tiene menos de aproximadamente un 30 %, un 20 %, un 10 % oun 5%
(en peso seco) de proteina, polipéptido, péptido o anticuerpo heterdlogos (también denominado “proteina
contaminante”). Cuando el polipéptido se produce de manera recombinante, también puede estar sustancialmente
libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de aproximadamente un 20 %, un 10 % o
un 5 % del volumen de la preparacion del polipéptido. Cuando el polipéptido se produce mediante sintesis quimica,
esta de manera preferente sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos, es decir,
esta separado de los precursores quimicos u otros productos quimicos que estan implicados en la sintesis del
polipéptido. En consecuencia, dichas preparaciones de un polipéptido tienen menos de aproximadamente un 30 %,
un 20 %, un 10 %, un 5 % (en peso seco) de precursores quimicos o compuestos distintos del polipéptido de interés.
En un modo especifico de realizacién, un polipéptido “aislado” se purifica mediante un procedimiento de purificacion
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en multiples etapas que comprende dos etapas de cromatografia (por ejemplo intercambio catiénico e intercambio
anionico), una etapa de ultrafiltracion de 100K, seguida por una etapa de intercambio y concentracion de tampoén en
modo de ultrafiltracion/diafiltracion.

Como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se usan de manera intercambiable.
Como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “sujetos” se refieren a un animal, preferentemente
un mamifero, incluido un animal no primate (por ejemplo, una vaca, un cerdo, un caballo, un gato, un perro, una rata
y un raton) y un primate (por ejemplo, un mono, como un mono cynomolgus, un chimpancé, un babuino y un ser
humano), y mas preferentemente un ser humano. En cierto modo de realizacion, el sujeto es un mamifero,
preferentemente un ser humano, con una enfermedad o trastorno asociado con una pérdida 6sea excesiva y/o
caracterizado por una expresion y/o actividad anémalas de RANKL, tal como por ejemplo osteoporosis, osteopatias
relacionadas con cancer, y/o pérdida 6sea asociada con autoinmunidad y/o infeccidon virica. En otro modo de
realizacion, el sujeto es un mamifero, preferentemente un ser humano, con riesgo de desarrollar una enfermedad o
trastorno asociado con o caracterizado por pérdida 6sea excesiva y/o expresion y/o actividad andmalas de RANKL,
tal como por ejemplo osteoporosis, osteopatias relacionadas con cancer, y/o pérdida ésea asociada con
autoinmunidad y/o infeccion virica.

Los términos “estabilidad” y “estable” como se usan en el presente documento en el contexto de una formulacion
que comprende un polipéptido que comprende uno o mas dominios variables individuales se refieren a la resistencia
del polipéptido en la formulacién frente a la agregacion, la formacién de productos de degradacion y/o la formacion
de productos de fragmentacion en unas condiciones de transporte y/o almacenamiento dadas. Aparte de esto y/o
ademas, las formulaciones “estables” de la invencion conservan la actividad biolégica en condiciones de transporte
y/o almacenamiento dadas. La estabilidad de dicho polipéptido puede evaluarse mediante grados de agregacion,
degradacion y/o fragmentacion (como se miden por ejemplo mediante SE-HPLC, RP-HPLC, IEX-HPLC, recuento de
particulas subvisibles, ultracentrifugacion analitica, dispersion dinamica de la luz, etc.), y/o mediante el % de
actividad bioldgica (como se mide, por ejemplo, mediante ELISA, Biacore, etc.) en comparacion con una formulacion
de referencia. Por ejemplo, una formulacion de referencia puede ser un patrén de referencia congelado a -20 °C o -
65 °C (tal como, por ejemplo, - 80 °C) que consiste en el mismo polipéptido a la misma concentracion en D-PBS o
que consiste en el mismo polipéptido a la misma concentracion y en el mismo tampdén que las muestras sometidas a
estrés pero sin aplicar las condiciones de estrés, dando la formulacidon de referencia de manera regular un pico
individual mediante SE-HPLC, RP-HPLC y/o IEX-HPLC y/o manteniendo su actividad biolégica en Biacore y/o
ELISA.

La “solubilidad” se describe a menudo como la concentracién maxima alcanzable de proteinas por medio de la cual
todas las proteinas permanecen en disolucion. A esta concentracion las proteinas todavia deben ser monomeéricas y
estar libre de agregados. Para determinar la solubilidad de las proteinas solo estan disponibles actualmente un
numero limitado de técnicas (la mayoria empiricas). Una primera técnica popular consiste en concentrar la muestra
usando ultrafiltracion centrifuga hasta el punto en el que se forma una disolucion opalescente. Posteriormente, la
fraccion insoluble se retira y se mide el contenido en proteinas del sobrenadante. Pueden usarse dispositivos de
concentracion centrifuga tales como, por ejemplo, concentradores Vivaspin con un valor de corte del peso molecular
de 5 kDa, pero requieren cantidades razonables de proteinas. También puede realizarse un seguimiento de la
solubilidad usando una macromolécula inerte tal como polietilenglicol (PEG; Mr > 6000), que precipita proteinas
principalmente a través de un efecto de volumen excluido, un procedimiento que puede entenderse de manera
general en términos de una separacion de la fase coloidal simple. Puede obtenerse una relacion lineal logaritmica
entre solubilidad de las proteinas y el porcentaje en peso de polietilenglicol, y a partir de esta representacion grafica
la interseccién proporciona el valor de la solubilidad.

La expresion “niveles de agregacion de bajos a indetectables” como se usa en el presente documento se refiere a
muestras que contienen no mas de un 5 %, no mas de un 4 %, no mas de un 3 %, no mas de un 2 %, no mas de un
1 % o no mas de un 0,5 % de agregacién en peso de proteinas como se mide mediante cromatografia de exclusion
por tamafo de alto rendimiento (SE-HPLC), recuento de particulas subvisibles, ultracentrifugacion analitica (AUC),
dispersion dinamica de la luz (DLS), dispersion estatica de la luz (SLS), dispersion elastica de la luz, medicion de
D0320/D0280, espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR), dicroismo circular (CD), técnicas
de desplegamiento de proteinas inducido por urea, fluorescencia intrinseca de triptéfano y/o técnicas de calorimetria
diferencial de barrido. La agregacion como se usa en la presente invencion significa el desarrollo de agregados de
alto peso molecular, es decir, agregados con un peso molecular aparente de mas de/superior a los 44 kDa
aparentes observados en el analisis mediante SE-HPLC para dimeros en comparacién con marcadores de peso
molecular. La agregacion puede evaluarse mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica. Sin quedar
limitados, los ejemplos incluyen SE-HPLC, ultracentrifugacion analitica, dispersién dinamica de la luz, recuento de
particulas subvisibles y/o los procedimientos mencionados anteriormente.

El término “niveles de fragmentacion y/o degradacion de bajos a indetectables” como se usa en el presente
documento se refiere a muestras que contienen igual a o mas de un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 % o un
99 % de las proteinas totales, por ejemplo, en un pico individual como se determina mediante SE-HPLC, RP-HPLC
y/o IEX-HPLC, que representa el polipéptido no degradado, y que no contiene otros picos individuales que tengan
mas de un 5 %, mas de un 4 %, mas de un 3 %, mas de un 2 %, mas de un 1 %, o mas de un 0,5 % de las proteinas
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totales en cada uno.

El término “de muy poca a ninguna pérdida de las actividades bioldgicas” como se usa en el presente documento se
refiere a actividades de dominio variable individual, incluyendo pero sin limitarse a, capacidades de union especifica
del dominio variable individual a un antigeno de interés (preferentemente RANKL y/o HSA) como se mide mediante
diversos ensayos inmunoldgicos, incluyendo, pero sin limitarse a, ELISA y/o mediante resonancia de plasmon de
superficie (Biacore). En un modo de realizacion, los dominios variables individuales de las formulaciones de la
invencion conservan al menos un 50 %, preferentemente al menos un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %,
un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o un 98 % de la capacidad para unirse especificamente a un antigeno en
comparacion con una formulacion de referencia, como se mide mediante un ensayo inmunoldgico conocido por un
experto en la técnica o descrito en el presente documento. Por ejemplo, puede usarse un ensayo basado en ELISA
(por ejemplo, como se describe en la seccidon de ejemplos) para comparar la capacidad del dominio variable
individual para unirse especificamente a su diana. Una “formulacién de referencia” como se usa en el presente
documento se refiere a una formulacion que esta congelada a una temperatura de -20 °+ 5 °C o a una temperatura
por debajo de -64 °C (tal como, por ejemplo, a -80 °C), que consiste en el mismo dominio variable individual a la
misma concentracion en D-PBS o que consiste en los mismos dominios variables individuales a la misma
concentracion en el mismo tampdn/excipientes que las muestras sometidas a estrés, pero sin aplicar las condiciones
de estrés, dando la formulacién de referencia regularmente un pico individual mediante SE-HPLC, RP-HPLC y/o
IEX-HPLC y/o manteniendo su actividad bioldgica en Biacore y/o ELISA.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento significa aprobado por una
agencia reguladora del gobierno federal o estatal, o enumerado en la Farmacopea de los Estados Unidos, la
Farmacopea europea u ofra farmacopea reconocida de manera general para su uso en animales, y mas
particularmente en seres humanos. En este sentido, debe ser compatible con los otros ingredientes de la
formulacién y no producir un efecto prejudicial inaceptable en el sujeto.

Segun la farmacopea europea, una disolucion se considera isotonica si tiene una osmolalidad de
290 + 30 mOsm/kg. Por tanto, se realizaron mediciones de la osmolalidad en las diferentes formulaciones usadas en
los estudios de estabilidad.

Como se usa en el presente documento, el término “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de un agente (por
ejemplo, un agente profilactico o terapéutico) que es suficiente para reducir y/o mejorar la gravedad y/o duracion de
una enfermedad o trastorno, por ejemplo, una enfermedad o trastorno asociado con pérdida 6sea excesiva y/o una
enfermedad o trastorno asociado con una expresion y/o actividad anémala de RANKL, por ejemplo osteoporosis,
osteopatias relacionadas con cancer, y/o pérdida 6sea asociada con autoinmunidad y/o infeccion virica.

Como se usan en el presente documento, los términos “agente terapéutico” y “agentes terapéuticos” se refieren a
cualquier agente que puede usarse en la prevencion, el tratamiento y/o el control de una enfermedad o trastorno, por
ejemplo, una enfermedad o trastorno asociado con o caracterizado por una expresion y/o actividad anémala de una
diana determinada, tal como, por ejemplo, RANKL. En el contexto de la presente invencion, el término “agente
terapéutico” se refiere a un polipéptido que comprende uno o mas dominios variables individuales (de los que SEQ
ID NO: 1 es un ejemplo preferente). En algunos otros modos de realizacion, el término “agente terapéutico” se
refiere a un agente distinto del polipéptido de la invencién que podria usarse en la formulacion.

Como se usa en el presente documento, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de un
agente terapéutico (por ejemplo, un polipéptido que comprende uno o mas dominios variables individuales tales
como, por ejemplo, SEQ ID NO: 1), que es suficiente para reducir la gravedad de una enfermedad o trastorno, por
ejemplo, una enfermedad o trastorno asociado con o caracterizado por una expresion y/o actividad anémala de una
diana determinada, tal como, por ejemplo, RANKL.

El término “excipiente” como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia inerte que se usa
comunmente como diluyente, vehiculo, conservante, aglutinante o agente estabilizante para farmacos que confiere
una propiedad fisica beneficiosa a una formulacién, tal como aumento de la estabilidad de las proteinas, aumento de
la solubilidad de las proteinas y disminucion de la viscosidad. Los ejemplos de excipientes incluyen, pero no se
limitan a, proteinas (por ejemplo, albumina sérica), aminoacidos (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico,
lisina, arginina, glicina), tensioactivos (por ejemplo, SDS, Tween20, Tween80, polisorbato y tensioactivos no ionicos),
sacaridos (por ejemplo, glucosa, sacarosa, maltosa y trehalosa), polioles (por ejemplo, manitol y sorbitol), acidos
grasos y fosfolipidos (por ejemplo, sulfonatos de alquilo y caprilato). Para informacién adicional sobre excipientes,
véase Remington’s Pharmaceutical Sciences (de Joseph P. Remington, 18.2 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA),
que se incorpora en el presente documento en su totalidad.

El término “dominio variable” o “dominio variable de inmunoglobulina” se refiere a la parte o el dominio de una
molécula de inmunoglobulina o anticuerpo inmunoglobulina que es parcial o completamente responsable de la unién
al antigeno. El término “dominio variable individual” o “dominio variable individual de inmunoglobulina” (ambos
términos se usan de manera intercambiable) define moléculas en las que el sitio de unién a antigeno esta presente
en, y formado por, un dominio de inmunoglobulina individual. Esto distingue a los dominios variables individuales de
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las inmunoglobulinas “convencionales” o sus fragmentos, en los que dos dominios de inmunoglobulina, en particular
dos “dominios variables”, interaccionan para formar un sitio de unién a antigeno. Tipicamente, en las
inmunoglobulinas convencionales, un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena
ligera (VL) interaccionan para formar un sitio de unién a antigeno. En este caso, las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) tanto de VH como de VL contribuiran al sitio de unién a antigeno; es decir, un total de 6
CDR estaran implicadas en la formacion del sitio de unién a antigeno.

Por el contrario, el sitio de unién de un dominio variable individual esta formado por un dominio VH o VL individual.
Por tanto, el sitio de unién a antigeno de un dominio variable individual esta formado por no mas de tres CDR. El
término “dominio variable individual” comprende fragmentos de inmunoglobulinas convencionales en las que el sitio
de unidn a antigeno esta formado por un dominio variable individual.

Generalmente, los dominios variables individuales seran secuencias de aminoacidos que consisten esencialmente
en 4 regiones estructurales (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1
a CDRS3 respectivamente); o cualquier fragmento adecuado de una secuencia de aminoacidos de este tipo (que
entonces contendra habitualmente al menos algunos de los residuos de aminoacidos que forman al menos una de
las CDR). Dichos dominios variables individuales y fragmentos son lo mas preferentemente tales que comprenden
un plegamiento de inmunoglobulina o pueden formar, en condiciones adecuadas, un plegamiento de
inmunoglobulina. Por tanto, el dominio variable individual puede comprender, por ejemplo, una secuencia de dominio
variable de cadena ligera (por ejemplo, una secuencia V.) o un fragmento adecuado de la misma; o una secuencia
de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo una secuencia Vy 0 secuencia Vuyy) 0 un fragmento adecuado
de la misma; siempre que pueda formar una unidad de unién a antigeno individual (es decir, una unidad funcional de
union a antigeno que consista esencialmente en el dominio variable individual, de manera que el dominio de unién a
antigeno individual no necesite interaccionar con otro dominio variable para formar una unidad funcional de unién a
antigeno, tal como sucede, por ejemplo, en los dominios variables que estan presentes, por ejemplo, en anticuerpos
convencionales y fragmentos scFv que necesitan interaccionar con otro dominio variable (por ejemplo, a través de
una interaccion Vy/V\) para formar un dominio funcional de union a antigeno).

En un aspecto de la invencién, los domlnlos variables individuales son secuencias de dominio variable de cadena
ligera (por eJempIo una secuencia V" ) 0 secuencias de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo, una
secuencia Vy); mas especificamente, los dominios variables individuales pueden ser secuencias de dominio variable
de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional o secuencias de dominio
variable de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo de cadena pesada.

El dominio variable individual puede ser un anticuerpo de dominio (0 una secuencia de aminoacidos que es
adecuada para su uso como anticuerpo de dominio), un anticuerpo de dominio individual (o una secuencia de
aminoacidos que es adecuada para su uso como anticuerpo de dominio |nd|V|duaI) un “dAb” o dAb (o una secuencia
de aminoacidos que es adecuada para su uso como dAb) o un Nanobody (como se define en el presente
documento, e incluyendo, pero sin limitarse a, una secuencia Vun) [Nota: Nanobody y Nanobodies® son marcas
comerciales registradas de Ablynx N.V.], otros dominios variables individuales, o cualquier fragmento adecuado de
uno cualquiera de los mismos. Para una descripcion general de anticuerpos de dominio (individual), también se hace
referencia a la técnica anterior citada en el presente documento, asi como al documento EP 0 368 684. Para el
término “dAb”, se hace referencia por ejemplo a Ward et al. 1989 (Nature 341 (6242): 544-546), a Holt et al. 2003
(Trends Biotechnol. 21(11): 484-490); asi como, por ejemplo, a los documentos WO 04/068820, WO 06/030220, WO
06/003388 y otras solicitudes de patente publicadas de Domantis Ltd. También debe observarse que, aunque menos
preferentes en el contexto de la presente invencion debido a que no son de origen mamifero, los dominios variables
individuales pueden derivarse de determinadas especies de tiburén (por ejemplo, los denominados “dominios
IgNAR”; véase, por ejemplo, el documento WO 05/18629).

En particular, la secuencia de aminoacidos de la invencion puede ser un nanocuerpo o un fragmento adecuado del
mismo. Para una descripcion adicional de Vuu y nanocuerpos, se hace referencia al articulo de revision de
Muyldermans 2001 (Reviews in Molecular Biotechnology 74: 277-302); asi como a las siguientes solicitudes de
patente, que se mencionan como técnica anterior general: los documentos WO 94/04678, WO 95/04079 y WO
96/34103 de la Vrije Universiteit Brussel; los documentos WO 94/25591, WO 99/37681, WO 00/40968, WO
00/43507, WO 00/65057, WO 01/40310, WO 01/44301, EP 1 134 231 y WO 02/48193 de Unilever; los documentos
WO 97/49805, WO 01/21817, WO 03/035694, WO 03/054016 y WO 03/055527 del Vlaams Instituut voor
Biotechnologie (VIB); los documentos WO 03/050531 de Algonomics N.V. y Ablynx N.V.; el documento WO
01/90190 del National Research Council de Canada; el documento WO 03/025020 (= EP 1433 793) del Institute of
Antibodies; asi como los documentos WO 04/041867, WO 04/041862, WO 04/041865, WO 04/041863, WO
04/062551, WO 05/044858, WO 06/40153, WO 06/079372, WO 06/122786, WO 06/122787 y WO 06/122825, de
Ablynx N.V. y las solicitudes de patente publicadas adicionales de Ablynx N.V. También se hace referencia a la
técnica anterior adicional mencionada en estas solicitudes, y en particular a la lista de referencias mencionada en las
paginas 41-43 de la solicitud internacional WO 06/040153. Como se describe en estas referencias, los nanocuerpos
(en particular secuencias Vun Y nanocuerpos parcialmente humanizados) pueden caracterizarse en particular por la
presencia de uno o mas ‘residuos distintivos” en una o mas de las secuencias estructurales. Una descripcion
adicional de los nanocuerpos, incluidas humanizacion y/o camelizacion de nanocuerpos, asi como otras
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modificaciones, partes o fragmentos, derivados o “fusiones de nanocuerpos”, constructos multivalentes (incluidos
algunos ejemplos no limitativos de secuencias de enlazadores) y diferentes modificaciones para aumentar la
semivida de los nanocuerpos, y sus preparaciones puede encontrarse, por ejemplo, en los documentos WO
08/101985 y WO 08/142164.

El nimero total de residuos de aminoacidos en un nanocuerpo puede ser del orden de 110-120, es preferentemente
de 112-115 y es lo mas preferentemente de 113. Sin embargo, debe observarse que partes, fragmentos, analogos o
derivados (como se describe adicionalmente en el presente documento) de un nanocuerpo no estan particularmente
limitados en cuanto a su longitud y/o tamafio, siempre que dichas partes, fragmentos, analogos o derivados cumplan
los requisitos adicionales esbozados en el presente documento y también sean preferentemente adecuados para los
fines descritos en el presente documento.

Por tanto, en el significado de la presente invencion, el término “dominio variable individual” comprende polipéptidos
que se derivan de una fuente no humana, preferentemente un camélido, preferentemente un anticuerpo de cadena
pesada de camélido. Pueden estar humanizados, como se describié anteriormente. Ademas, el término comprende
polipéptidos derivados de fuentes distintas de camélidos, por ejemplo ratén o ser humano, que se han “camelizado”,
como se describid anteriormente.

El término “dominio variable individual” también abarca dominios variables de diferente origen, que comprenden
dominios variables de ratén, de rata, de conejo, de asno, de ser humano y de camélido; asi como dominios variables
completamente humanos, humanizados o quiméricos. Por ejemplo, la invencion comprende dominios variables de
camélido y dominios variables de camélido humanizados o dominios variables camelizados, por ejemplo dAb
camelizado como se describe en Ward et al (véanse, por ejemplo, el documento WO 94/04678 y Davies y
Riechmann (1994, FEBS Lett. 339(3): 285-290) y (1996, Protein Eng. 9(6): 531-537)). Ademas, la invencion
comprende dominios variables fusionados, por ejemplo, que forman un constructo multivalente y/o multiespecifico
(para polipéptidos multivalentes y multiespecificos que contienen uno o mas dominios Vux y su preparacion, también
se hace referencia a Conrath et al. 2001 (J. Biol. Chem. 276: 7346-7350) asi como, por ejemplo, a los documentos
WO 96/34103 y WO 99/23221).

A menos que se indique lo contrario, el término “secuencia de inmunoglobulina”, ya se use en el presente
documento para referirse a un anticuerpo de cadena pesada o a un anticuerpo de 4 cadenas convencional, se usa
como término general para incluir el anticuerpo de tamafio completo, las cadenas individuales del mismo, asi como
todas las partes, dominios o fragmentos del mismo (incluidos, pero sin limitarse a, dominios de unién a antigeno o
fragmentos tales como dominios Vuy 0 dominios Vu/V|, respectivamente). Los términos moléculas de unién a
antigeno o proteina de unién a antigeno se usan de manera intercambiable con secuencia de inmunoglobulina, e
incluyen nanocuerpos.

Los dominios variables individuales proporcionados por la invenciéon estan preferentemente en forma esencialmente
aislada (como se define en el presente documento), o forman parte de un polipéptido de la invencién (como se
define en el presente documento), que puede comprender o consistir esencialmente en uno o mas dominios
variables individuales y que puede comprender ademas opcionalmente una o mas secuencias de aminoacidos
adicionales (todas enlazadas opcionalmente mediante uno o mas enlazadores adecuados). Por ejemplo, y sin
limitaciéon, uno o mas dominios variables individuales pueden usarse como unidad de unién en un polipéptido de este
tipo, que puede contener opcionalmente una o mas secuencias de aminoacidos adicionales que pueden servir como
unidad de unién (es decir, contra una o mas dianas distintas), para proporcionar un polipéptido monovalente,
multivalente o multiespecifico de la invencion, respectivamente, como se describe, por ejemplo, en los documentos
WO 08/101985, WO 08/142164, WO 09/068625, WO 09/068627 y WO 08/020079. Una proteina o un polipéptido de
este tipo también puede estar esencialmente en forma aislada (como se define en el presente documento) y los
procedimientos de la presente invencion para la expresion y/o produccién de dominios variables individuales se
aplican igualmente a polipéptidos que comprenden uno o mas dominios variables individuales.

De acuerdo con la invencién, el término “dominio variable individual” puede comprender constructos que
comprenden dos o mas unidades de unién a antigeno en forma de dominio variable individual, como se bosquejé
anteriormente. Por ejemplo, dos (o mas) dominios variables con la misma o diferente especificidad por el antigeno
pueden enlazarse para formar, por ejemplo, un constructo bivalente, trivalente o multivalente. Combinando dominios
variables de dos o mas especificidades (biespecificos, triespecificos etc.) pueden formarse constructos. Por ejemplo,
un dominio variable de acuerdo con la invencién puede comprender dos dominios variables dirigidos contra la diana
Ay un dominio variable contra la diana B. Dichos constructos y modificaciones de los mismos, que el experto puede
prever facilmente, estan todos abarcados por el término dominio variable como se usa en el presente documento y
también se denominan “polipéptido de la invencién” o “polipéptidos de la invencién”.

Las formulaciones estables de la presente invencion comprenden polipéptidos de la invencién a una concentracion
elevada (como se define adicionalmente) y que todavia presentan poca o ninguna agregacion y alta estabilidad
durante el transporte y/o periodos prolongados de almacenamiento. Ademas del polipéptido de la invencion, las
formulaciones de la presente invencién comprenden al menos un vehiculo acuoso y un tampon.
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Una “concentracion elevada de polipéptido”, un “polipéptido a una concentracién elevada” como se usa en la
presente invencion significa que la concentracion del polipéptido de la invencién es de al menos 0,7 mM, al menos
0,8 mM, al menos 0,9 mM, al menos 1,0 mM, al menos 1,1 mM, al menos 1,2 mM, al menos 1,3 mM, al menos
1,4 mM, al menos 1,5mM, al menos 1,6 mM, al menos 1,7 mM, al menos 1,8 mM, al menos 1,9 mM, al menos
2,0 mM, al menos 2,1 mM, al menos 2,2 mM, al menos 2,3 mM, al menos 2,4 mM, al menos 2,5 mM, al menos
2,6 mM, al menos 2,7 mM, al menos 2,8 mM, al menos 2,9 mM, al menos 3,0 mM, al menos 3,2 mM, al menos
3,4 mM, al menos 3,6 mM. En otras palabras, la concentracion del polipéptido es de 0,7 mM o mayor, 0,8 mM o
mayor, 0,9 mM o mayor, 1,0 MM o mayor, 1,1 mM o mayor, 1,2 mM o mayor, 1,3 mM o mayor,1,4 mM o mayor,
1,5 mM o mayor, 1,6 mM o mayor, 1,7 mM o mayor, 1,8 mM o mayor, 1,9 mM o mayor, 2,0 mM o mayor, 2,1 mM o
mayor, 2,2 mM o mayor, 2,3 mM o mayor, 2,4 mM o mayor, 2,5 mM o mayor, 2,6 mM o mayor, 2,7 mM o mayor,
2,8 mM o mayor, 2,9 mM o mayor, 3,0 MM o mayor, 3,2 mM o mayor, 3,4 mM o mayor, 3,6 MM o mayor. En un
aspecto especifico, la concentracién del polipéptido es de aproximadamente 0,7 mM, aproximadamente 0,8 mM,
aproximadamente 0,9 mM, aproximadamente 1,0 mM, aproximadamente 1,1 mM, aproximadamente 1,2 mM,
aproximadamente 1,3 mM, aproximadamente 1,4 mM, aproximadamente 1,5mM, aproximadamente 1,6 mM,
aproximadamente 1,7 mM, aproximadamente 1,8 mM, aproximadamente 1,9 mM, aproximadamente 2,0 mM,
aproximadamente 2,1 mM, aproximadamente 2,2 mM, aproximadamente 2,3 mM, aproximadamente 2,4 mM,
aproximadamente 2,5 mM, aproximadamente 2,6 mM, aproximadamente 2,7 mM, aproximadamente 2,8 mM,
aproximadamente 2,9 mM, aproximadamente 3,0 mM, aproximadamente 3,2 mM, aproximadamente 3,4 mM,
aproximadamente 3,6 mM. En otro aspecto especifico, la concentracion del polipéptido esta entre 0,7 y 3,6 mM,
entre 0,8 y 3,6 mM, entre 0,9 y 3,6 mM, entre 1,0 y 3,6 mM, entre 1,2 y 3,6 mM, entre 1,3 y 3,6 mM, entre 1,4 y
3,6 mM, entre 1,5y 3,6 mM, entre 1,5y 2,5 mM, entre 1,5y 2,2 mM, entre 1,5y 2,0 mM, entre 1,5y 1,8 mM. En un
aspecto especifico, una formulaciéon de la invencién comprende aproximadamente 1,6 mM de polipéptido de la
invencion.

Una “concentracion elevada de polipéptido”, un “polipéptido a una concentracién elevada” como se usa en la
presente invencion también significa que la concentracion del polipéptido de la invencion es de al menos 30 mg/ml,
al menos 40 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 60 mg/ml, al menos 65 mg/ml, al menos 70 mg/ml, al menos
80 mg/ml, al menos 90 mg/ml, al menos 100 mg/ml, al menos 110 mg/ml, al menos 120 mg/ml, al menos 130 mg/ml,
al menos 140 mg/ml, al menos 150 mg/ml. En otras palabras, la concentracion del polipéptido es de 30 mg/ml o
mayor, 40 mg/ml o mayor, 50 mg/ml o mayor, 60 mg/ml o mayor, 65 mg/ml o mayor, 70 mg/ml o mayor, 80 mg/ml o
mayor, 90 mg/ml o mayor, 100 mg/ml o mayor, 110 mg/ml o mayor, 120 mg/ml o mayor, 130 mg/ml o mayor,
140 mg/ml o mayor, 150 mg/ml o mayor. En otro aspecto especifico, la concentracion del polipéptido esta entre 30 y
150 mg/ml, entre 40 y 150 mg/ml, entre 50 y 150 mg/ml, entre 60 y 150 mg/ml, entre 65 y 150 mg/ml, entre 65 y
100 mg/ml, entre 65 y 90 mg/ml, entre 65 y 80 mg/ml, entre 65 y 70 mg/ml. En un aspecto especifico, una
formulacién de la invencion comprende aproximadamente 65 mg/ml de polipéptido de la invencion.

Sin embargo, resultara evidente para un experto en la técnica que la formulacién de la divulgacion (no reivindicada)
también puede usarse a concentraciones menores de polipéptido tales como, por ejemplo, de 1 a 10 mg/mlode 1 a
20 mg/ml, tal como 1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml o 20 mg/ml. En consecuencia, la misma
disolucién tampon puede contener concentraciones menores del polipéptido de la invencién, como, por ejemplo, de
1 a 10 mg/ml o de 1 a 20 mg/ml, tal como 1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml o 20 mg/ml, y dichas
concentraciones pueden, por ejemplo, ser Utiles en otras formas de administracion, tales como otras formas de
administracion parenteral (es decir, administracion no subcutanea tal como, por ejemplo, intravenosa, intramuscular,
intracraneal, etc.).

El vehiculo usado en la formulacién de la invencion debe ser un vehiculo liquido. Preferentemente, el vehiculo es un
vehiculo acuoso como, por ejemplo, agua destilada, agua MilliQ o agua para inyectables (API).

La formulacion se tampona con fosfato. La concentracion de fosfato es de 10 mM. Se usa hidrogenofosfato de
disodio (NazHPO.). La pureza del fosfato debe ser de al menos un 98 %, al menos un 99 % o al menos un 99,5 %.
Como se usa en el presente documento, el término “pureza” en el contexto de fosfato se refiere a pureza quimica del
fosfato como se entiende en la técnica, por ejemplo, como se describe en The Merck Index, 13.2 ed., O’Neil et al. ed.
(Merck & Co., 2001). En un aspecto especifico, una formulaciéon de la invencion comprende 10 mM de tampon
fosfato, tal como 10 mM de hidrogenofosfato de disodio.

Ademas de fosfato, pueden usarse tampones acetato en las formulaciones de la presente invencién a intervalos de
concentracion de 1 mM a 100 mM, de 1 mM a 75 mM, de 5 mM a 75 mM, de 5 mM a 50 mM, de 10 mM a 50 mM, de
10 mM a 25 mM, de 10 mM a 20 mM. En un aspecto especifico, la concentracion de acetato que se incluye en las
formulaciones de la invencion es de 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM o 100 mM.
Cualquier forma de acetato puede usarse de manera adecuada para la formulacién y administracion parenteral. La
pureza del acetato debe ser de al menos un 98 %, al menos un 99 % o al menos un 99,5 %. Como se usa en el
presente documento, el término “pureza” en el contexto de acetato se refiere a pureza quimica del acetato como se
entiende en la técnica, por ejemplo, como se describe en The Merck Index, 13.2 ed., O’'Neil et al. ed. (Merck & Co.,
2001). En un aspecto especifico, una formulacién de la invencion comprende 10 mM de tampon acetato.

El pH de la formulacién es de 7,0.
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Un experto en la técnica entendera que las formulaciones de la invencion pueden ser isotonicas o ligeramente
hipoténicas con la sangre humana, es decir, las formulaciones de la invencion tienen esencialmente la misma
presién osmoética o ligeramente menor que la sangre humana. Dichas formulaciones isotonicas o ligeramente
hipoténicas tienen generalmente una presion osmoética de aproximadamente 240 mOSm/kg a aproximadamente
320 mOSm/kg, como aproximadamente 240 mOSm/kg o mayor, 250 mOSm/kg o mayor o 260 mOSm/kg o mayor.

La tonicidad de una formulacion se ajusta mediante el uso de modificadores de la tonicidad. Los “modificadores de la
tonicidad” son aquellas sustancias inertes farmacéuticamente aceptables que pueden anadirse a la formulaciéon para
proporcionar una isotonicidad de la formulacién. Modificadores de la tonicidad preferentes en la formulacién de la
invencion son las sales.

En consecuencia, la formulacion de la invencién también puede comprender una sal. Sin quedarse limitado, la sal
puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en: NaCl, KCI, CaCl,, y MgCl,. En un aspecto especifico, la sal
es NaCl. En otro aspecto especifico, la sal no es KCI. La concentracion de sal (preferentemente NaCl) que puede
incluirse en las formulaciones de la invencién puede variar entre 10 mM y 200 mM, 10 mM y 150 mM, 50 mM y
150 mM, 100mM y 150mM o 100 mM y 120 mM. En un aspecto especifico, la concentracion de sal
(preferentemente NaCl) que puede incluirse en las formulaciones de la invencién puede ser de aproximadamente
10 mM, aproximadamente 25 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 75 mM, aproximadamente 100 mM,
aproximadamente 110 mM, aproximadamente 120 mM, aproximadamente 150 mM o aproximadamente 200 mM. En
un modo especifico de realizacion, la concentracion de sal (preferentemente NaCl) incluida en las formulaciones de
la invencion puede ser de aproximadamente 115 mM. La pureza del NaCl puede ser de al menos un 98 %, al menos
un 99 % o al menos un 99,5 %. Como se usa en el presente documento, el término “pureza” en el contexto de NaCl
se refiere a pureza quimica del NaCl como se entiende en la técnica, por ejemplo, como se describe en The Merck
Index, 13.2 ed., O'Neil et al. ed. (Merck & Co., 2001).

Las formulaciones de la presente invencién pueden comprender ademas otros excipientes, tales como sacaridos
(por ejemplo, sacarosa, manosa, trehalosa, etc.), polioles (por ejemplo, manitol, sorbitol, etc.) y tensioactivos (por
ejemplo, Tween20 o Tween80). En un aspecto preferente, la formulacién de la invenciéon comprende un tensioactivo.
En un aspecto especifico, el tensioactivo es Tween20 o Tween80, que esta a una concentracién que varia entre
aproximadamente un 0 % y aproximadamente un 0,1 % (v:v), un 0,001 % (v:v) y aproximadamente un 0,1 % (v:v), o
aproximadamente un 0,01 % (v:v) y aproximadamente un 0,1 % (v:v) de la formulacién. En un modo especifico de
realizacion, el tensioactivo es Tween20 o Tween80, que esta a una concentracion de un 0,001 % (v:v), un 0,005 %
(v:v), un 0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 % (v:v), un 0,08 % (v:v), un 0,1 % (v:v), un 0,5 % (v:v) o un 1 % (v:v)
de la formulacion, preferentemente un 0,01 % (v:v).

En ciertos modos de realizacién, una formulacién de la invencién puede comprender entre aproximadamente
30 mg/ml y aproximadamente 150 mg/ml de SEQ ID NO: 1, 10 mM de hidrogenofosfato de disodio/Na;HPO,, entre
aproximadamente 50 mM y aproximadamente 150 mM de NaCl y tiene un pH de 7,0. En un modo adicional de
realizacion, una formulacion de la invenciéon puede comprender aproximadamente 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1,
10 mM de hidrogenofosfato de sodio, aproximadamente 115 mM de NaCl y tiene un pH de 7,0. En otro modo
especifico de realizacién, una formulacién de la invencion comprende aproximadamente 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1,
10 MM de hidrogenofosfato de disodio; Na;HPO,, aproximadamente 115mM de NaCl y Tween80 a
aproximadamente el 0,01 %, y tiene un pH de 7,0.

Las formulaciones de la presente invencion presentan estabilidad en al menos una o mas de las siguientes
condiciones de estrés:

- multiples (hasta 10) ciclos de congelacién/descongelacion;

- almacenamiento a una temperatura de -20 °C+5 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6
meses, al menos 9 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios o0 mas);

- almacenamiento a una temperatura de 2 °C-8 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6 meses,
al menos 9 meses, al menos 11 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios 0 mas);

- almacenamiento a una temperatura de 25 °C+5 °C hasta al menos 6 semanas;

- almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- estrés mecanico.
Preferentemente la formulacion de la invencion es estable en una o mas de las siguientes formas de estrés

mecanico:
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- remover la formulacion durante de 10 s a 1 min;

- empujar la formulacion a través de una aguja (25 G, preferentemente 26 G, mas preferentemente 27 G, incluso
mas preferentemente 28 G, lo mas preferentemente 29 G o mas) con una jeringuilla (la jeringuilla usada puede
ser cualquier jeringuilla disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, una jeringuilla de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml,
5 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta 50 ml);

- rotar durante dos dias a 10 rpm; y/o

- agitar durante 1 hora a temperatura ambiente y 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal como 50 rpm, 100 rpm o
mas).

Un “ciclo de congelacion/descongelacion” o “ciclo de C/D” se define como la congelacion de una muestra en un
congelador (-20 °C+5 C) o ultracongelador (por debajo de -64 C [tal como, por ejemplo, a -80 °C]) hasta que la
muestra se vuelve solida, seguido por descongelacion a temperatura ambiente hasta que todos los cristales de hielo
han desaparecido visualmente. En un aspecto, la formulacién de la invencién presenta estabilidad en multiples
(hasta 10) ciclos de congelacion/descongelacion. La formulacion de la invenciéon puede presentar estabilidad en al
menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 5 hasta al menos 10 ciclos de congelacién/descongelacion, tales como,
por ejemplo, 10 ciclos a -20 °C, 10 ciclos a -20 °C, 2 ciclos a -80 °C + 1 ciclo a -20 °C o 2 ciclos a -80 °C + 6 ciclos a
-20 °C.

En otro aspecto, la formulacién de la invencion presenta estabilidad en almacenamiento a una temperatura de -
20 °C+5 °C. La formulacion de la invencion puede presentar estabilidad en almacenamiento a una temperatura de -
20 °C45 °C durante al menos 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 2 meses, hasta 3 meses y mas (preferentemente
al menos 6 meses, al menos 9 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios 0 mas).

En aun otro aspecto, la formulacion de la invencion presenta estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
2 °C-8 °C. La formulacioén de la invencion puede presentar estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
2 °C-8 °C durante al menos 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 2 meses, hasta 3 meses, 6 meses, 9 meses, 11
meses, 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios y mas.

En aun otro aspecto, la formulacion de la invencion presenta estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
25 °C+5 °C. La formulacion de la invencion puede presentar estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
25 °C45 °C durante al menos 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, hasta 6 semanas y mas.

En aun otro aspecto, la formulacion de la invencion presenta estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C. La formulacion de la invencién puede presentar estabilidad en almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C durante al menos 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, hasta 8 semanas y mas.

Como es conocido por un experto en la técnica, las temperaturas indicadas en este texto pueden someterse a
variaciones normales.

En aun otro aspecto, la formulacion de la invencion presenta estabilidad en una o mas formas de estrés mecanico
y/o por cizalladura. El estrés mecanico como se usa en la presente invencion puede ser cualquier forma de fuerza
externa aplicada sobre la formulacién que puede afectar a la estabilidad del polipéptido presente en la formulacién.
Sin quedarse limitado, el estrés mecanico aplicado a la disoluciéon incluye estrés por cizalladura, estrés por agitacion,
estrés por remocion, estrés por rotacion, etc. La formulacion de la invencion puede removerse, por ejemplo, durante
almenos 10 s, 20 s, 30 s, 40 s, 50 s hasta 1 minuto o mas. La formulacion de la invencidon puede empujarse a través
de una jeringuilla (la jeringuilla usada puede ser cualquier jeringuilla disponible comercialmente, tal como, por
ejemplo, una jeringuilla de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta 50 ml) con aguja una vez, dos
veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces hasta 10 veces o mas. Preferentemente, la aguja tiene un tamafo de
25 G (tal como 26 G, 27 G, 28 G, 29 G, 30 G) o mas. Mas preferentemente, el tamafio de las agujas es de 27 G o
mas. La formulacion de la invencién puede hacerse rotar durante 1 hora, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 1 dia hasta dos
dias o mas a 10 rpm. La formulacién de la invencion puede agitarse durante 1 hora a temperatura ambiente y de 1 a
2 dias o mas a 2 °C-8 °C. La velocidad de agitacion es, preferentemente, superior a 10 rpm, como por ejemplo
50 rpm, 100 rpm o mas.

Preferentemente, las formulaciones de la presente invencion son estables en mas de una de las condiciones de
estrés anteriores, tales como al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos
siete, al menos ocho o, lo mas preferentemente, en todas las condiciones de estrés anteriores.

La estabilidad de las formulaciones puede evaluarse mediante diversos procedimientos analiticos y/o inmunolégicos

conocidos en la técnica. El contenido en proteinas de los polipéptidos de la invencién puede detectarse, por ejemplo,
mediante procedimientos espectrofotométricos.
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SDS-PAGE permite la visualizacién de los polipéptidos en una muestra dada mediante tincién directa. SDS-PAGE
se usa para separar las proteinas de acuerdo con su tamafo. Pueden realizarse analisis de SDS-PAGE tanto en
condiciones reductoras como no reductoras.

La distribucion de tamafio molecular y las cantidades relativas de polipéptido de la invencién e impurezas de
proteinas pueden determinarse mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento de exclusién por tamafio
(SE-HPLC). La cantidad relativa de una impureza proteica especifica, expresada como % del area, puede calcularse
dividiendo el area de pico correspondiente a la impureza proteica entre el area integrada total. Los procedimientos
de SE-HPLC son conocidos por el experto en la técnica y también se describen en la seccion de ejemplos.

La cromatografia de liquidos de alto rendimiento de fase reversa (RP-HPLC) separa moléculas con respecto a
diferencias en hidrofobicidad y se basa en la interaccion reversible entre la molécula y la fase estacionaria hidréfoba.
En este ensayo puede usarse una columna Zorbax 300SB-C3 (Agilent Technologies, Palo Alto, EE. UU.). La
cantidad relativa de una impureza proteica especifica, expresada como % del area, puede calcularse dividiendo el
area de pico correspondiente a la impureza proteica entre el area integrada total. Los procedimientos de RP-HPLC
son conocidos por el experto en la técnica y también se describen en la seccion de ejemplos.

Pueden separarse polipéptidos de la invencion y sus variantes de carga mediante cromatografia de liquidos de alto
rendimiento de intercambio i6nico (IEX-HPLC). También pueden detectarse posibles impurezas con este
procedimiento. La cantidad relativa de una impureza proteica especifica, expresada como % del area, puede
calcularse dividiendo el area de pico correspondiente a la impureza proteica entre el area integrada total. Los
procedimientos de IEX-HPLC son conocidos por el experto en la técnica y también se describen en la seccion de
ejemplos.

Los polipéptidos presentes en las formulaciones de la invencién preferentemente no forman piroglutamato en el
acido glutamico N-terminal. La formacion de piroglutamato en la muestra puede medirse, por ejemplo, mediante RP-
HPLC. Por ejemplo, el analisis mediante RP-HPLC de una formulacion que contiene SEQ ID NO: 1 después del
almacenamiento durante 8 semanas a una temperatura de 37 °C mostré la formacién de piroglutamato como un pico
separado a los 18-19 minutos. Preferentemente en la formulacion de la invencion, menos de un 10 % (mas
preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos
de un 1 %) de los polipéptidos forman piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalda
mediante RP-HPLC) en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.

Los polipéptidos presentes en las formulaciones de la invencién preferentemente tampoco forman dimeros. La
formacion de dimeros en la muestra puede medirse, por ejemplo, mediante SE-HPLC. Por ejemplo, el analisis en
SE-HPLC de una formulaciéon que contiene SEQ ID NO: 1 después de su almacenamiento durante 8 semanas a una
temperatura de 37 °C, mostro la formacién de un pico separado que eluye a un peso molecular aparente de 44 kDa
en comparacion con marcadores del peso molecular, mientras que el polipéptido monomeérico eluy6 entre los
marcadores de peso molecular de 44 y 17 kDa. Este pico separado a 44 kDa representa una forma dimérica de SEQ
ID NO: 1. Preferentemente en la formulacion de la invencién, menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un
20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 % o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o
menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un 1 %) de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como
se evallia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.

Preferentemente en la formulacion de la invencién, menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %,
incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos de un 1 %) de los polipéptidos forma
piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalia mediante RP-HPLC) y menos de un
25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 % o menos de un
10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un 1 %) de los
polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento en una o
mas de las condiciones de estrés anteriores.

Aparte de esto y/o ademas, las formulaciones de la presente invencion muestran solo niveles de bajos a
indetectables de agregacion incluso durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés
anteriores. Por ejemplo, en la formulacién de la invencion, no mas de un 5 %, no mas de un 4 %, no mas de un 3 %,
no mas de un 2 %, no mas de un 1 %, y lo mas preferentemente no mas de un 0,5 % del polipéptido forma un
agregado después del almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.

La agregacion como se usa en la presente invencion significa el desarrollo de agregados de alto peso molecular, es
decir, agregados con un peso molecular aparente en el analisis mediante SE-HPLC de mas de/superior a los
44 kDa. Como se describe anteriormente, 44 kDa es el peso molecular aparente observado en el analisis mediante
SE-HPLC para dimeros. La agregacion puede evaluarse mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica.
Sin quedarse limitados, los ejemplos incluyen SE-HPLC, ultracentrifugacion analitica, dispersién dinamica de la luz
y/o recuento de particulas subvisibles.

En una ultracentrifuga analitica, puede realizarse el seguimiento de una muestra que esta centrifugandose en tiempo
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real a través de un sistema de deteccion optica, usando absorcidon de luz ultravioleta y/o un sistema sensible de
indice de refraccion en la 6ptica de interferencia. Esto permite al operario observar la evolucién de la concentracion
de la muestra frente al perfil del eje de rotacion como resultado del campo centrifugo aplicado. Con instrumentacion
moderna, estas observaciones se digitalizan electronicamente y se almacenan para su analisis matematico
adicional. Se realizan cominmente dos tipos de experimentos en estos instrumentos: experimentos de velocidad de
sedimentacion y experimentos de equilibrio de sedimentacion.

Los experimentos de velocidad de sedimentacion tiene como objetivo interpretar toda la evolucién temporal de la
sedimentacion y notificar la forma y la masa molar de las macromoléculas disueltas, asi como su distribucion de
tamafio (Perez-Ramirez y Steckert (2005) Therapeutic Proteins: Methods and Protocols. C.M. Smales y D.C. James,
Eds. vol. 308: pag. 301-318. Humana Press Inc, Totowa, NJ, EE. UU.). La resolucion de tamafio de este
procedimiento se escala aproximadamente con el cuadrado de los radios de particula, y ajustando la velocidad del
rotor del experimento pueden cubrirse intervalos de tamafio de 100 Da a 10 GDa. Los experimentos de velocidad de
sedimentaciéon también pueden usarse para estudiar equilibrios quimicos reversibles entre especies
macromoleculares, bien siguiendo el numero y la masa molar de complejos macromoleculares, reuniendo
informacion sobre la composicién de complejo a partir de analisis de multiples sefiales que aprovechan las
diferencias en cada sefal espectroscopica de los componentes, o bien siguiendo la dependencia que tienen de la
composicion las tasas de sedimentacion del sistema macromolecular, como se describe en la teoria de Gilbert-
Jenkins.

Los experimentos de equilibrio de sedimentacién se centran solo en el estado estacionario final del experimento, en
el que la sedimentacion esta equilibrada mediante difusion frente a los gradientes de concentracion, lo que da como
resultado un perfil de concentracion independiente del tiempo. Las distribuciones de equilibrio de sedimentacion en
el campo centrifugo se caracterizan por distribuciones de Boltzmann. Este experimento no detecta la forma de la
macromolécula, y directamente notifica la masa molar de las macromoléculas y, para mezclas que reaccionan
quimicamente, las constantes de equilibrio quimico.

Los tipos de informacion que pueden obtenerse a partir de una ultracentrifuga analitica incluyen la forma
macroscopica de macromoléculas, los cambios conformacionales en macromoléculas y las distribuciones de tamafio
de muestras macromoleculares. Para macromoléculas, tales como proteinas, que existen en equilibrio quimico con
diferentes complejos no covalentes, puede estudiarse el nimero y la estequiometria de subunidades de los
complejos y las constantes de la constante de equilibrio. (Véase también Scott D.J., Harding S.E. y Rowe A.J.
Analytical Ultracentrifugation Techniques and Methods, RSC Publishing)

La dispersion dinamica de la luz (también conocida como espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion
cuasi-elastica de la luz) es una técnica en fisica, que puede usarse para determinar el perfil de distribucion de
tamano de particulas pequefias en disolucion. Cuando un haz de luz pasa a través de una dispersion coloidal, las
particulas o gotitas dispersan parte de la luz en todas las direcciones. Cuando las particulas son muy pequefias en
comparacion con la longitud de onda de la luz, la intensidad de la luz dispersada es uniforme en todas las
direcciones (dispersion de Rayleigh); para particulas de mayor tamafio (por encima de aproximadamente 250 nm de
diametro), la intensidad depende del angulo (dispersion de Mie). Si la luz es coherente y monocromatica, como de
un laser por ejemplo, es posible observar fluctuaciones dependientes del tiempo en la intensidad dispersada usando
un detector adecuado, tal como un fotomultiplicador que puede funcionar en modo de recuento de fotones.

Estas fluctuaciones se derivan del hecho de que las particulas son lo suficientemente pequefias como para
experimentar movimiento térmico aleatorio (browniano) y la distancia entre ellas, por tanto, esta variando
constantemente. La interferencia constructiva y destructiva de la luz dispersada por particulas vecinas dentro de la
zona iluminada da lugar a la fluctuacion de intensidad en el plano del detector que, puesto que surge a partir del
movimiento de las particulas, contiene informacién sobre este movimiento. Por tanto, el analisis de la dependencia
que la fluctuacioén de la intensidad tiene del tiempo puede proporcionar el coeficiente de difusion de las particulas a
partir del que, mediante la ecuacién de Stokes-Einstein, conociendo la viscosidad del medio, puede calcularse el
radio hidrodinamico o el diametro de las particulas. (Véase también Berne B. J. y Pecora R. Dynamic Light
Scattering With Applications to Chemistry, Biology and Physics, Dover Publications)

La agregacion también puede medirse mediante el instrumento SVSS-C (sistema de jeringuilla de volumen pequefio-
C) de PAMAS (PArtikelMess und AnalyseSysteme GMBH), que es un analizador de la distribucion del tamafio de
particula para fluidos poco viscosos. Usa el principio de oscurecimiento de la luz para detectar particulas subvisibles
en el intervalo de tamafio de 1 um-200 um. Los criterios de validacion/limites especificados de la Farmacopea
europea (EP<2.9.19 Contaminacién de material particulado: particulas subvisibles) para formulaciones parenterales
de volumen pequefio y grande se definen por los recuentos totales por recipiente:

- Para particulas > 10 um, no mas de 6000 recuentos por recipiente

- Para particulas > 25 ym, no mas de 600 recuentos por recipiente

La proporcion DO320/D0280 también es una medida de la turbidez o la presencia de materiales particulados en la
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muestra. En un aspecto preferente, la proporcion DO320/D0280 de la formulaciéon de la invenciéon debe ser de 0,05
o menor, preferentemente de 0,01 o menor, tal como de 0,005 o menor.

La tendencia para la formacion de agregados de un polipéptido en una formulacion determinada también puede
medirse mediante dispersién elastica de la luz. La dispersion elastica de la luz puede medirse en un
espectrofluorometro (por ejemplo, longitud de onda de excitacion y emision de 500 nm) mediante desnaturalizacion
inducida por la temperatura como se mide, por ejemplo, a un angulo de 90°. Preferentemente, la dispersion maxima
permanecera dentro del limite de deteccion de la absorcion. La dispersiéon debe ser de 1000 abs o menor,
preferentemente de 750 abs o menor, como de 500 abs o menor.

Aparte de esto y/o ademas, las formulaciones de la presente invencion muestran solo niveles de bajos a
indetectables de fragmentacion y/o degradacion incluso durante el almacenamiento en una o mas de las condiciones
de estrés anteriores. La fragmentacion y degradacion pueden medirse, por ejemplo, mediante SE-HPLC y/o RP-
HPLC. Por ejemplo, el andlisis en SE-HPLC de una formulacién que contiene SEQ ID NO: 1 después del
almacenamiento durante 8 semanas a una temperatura de 37 °C mostré la formacion de algunos picos posteriores
menores, que representaban productos de degradacion de SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, el analisis mediante RP-
HPLC de una formulaciéon que contiene SEQ ID NO: 1 después del almacenamiento durante 8 semanas a una
temperatura de 37 °C mostré la formacion de algunos picos menores a los 8-9 minutos, que representaban
productos de degradacion. Preferentemente en la formulacién de la invencion, no mas de un 5 %, no mas de un 4 %,
no mas de un 3 %, no mas de un 2 %, no mas de un 1 %, no mas de un 0,5 %, no mas de un 0,1 %, no mas de un
0,05 %, y lo mas preferentemente no mas de un 0,01 % de los polipéptidos muestra degradacion y/o fragmentacién
después del almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores.

Preferentemente, los polipéptidos presentes en las formulaciones de la presente invencion tienen una solubilidad de
al menos 0,7 mM, al menos 0,8 mM, al menos 0,9 mM, al menos 1,0 mM, al menos 1,1 mM, al menos 1,2 mM, al
menos 1,3 mM, al menos 1,4 mM, al menos 1,5 mM, al menos 1,6 mM, al menos 1,7 mM, al menos 1,8 mM, al
menos 1,9 mM, al menos 2,0 mM, al menos 2,1 mM, al menos 2,2 mM, al menos 2,3 mM, al menos 2,4 mM, al
menos 2,5 mM, al menos 2,6 mM, al menos 2,7 mM, al menos 2,8 mM, al menos 2,9 mM, al menos 3,0 mM, al
menos 3,2 mM, al menos 3,4 mM, al menos 3,6 mM y/o al menos 30 mg/ml, al menos 40 mg/ml, al menos 50 mg/ml,
al menos 60 mg/ml, al menos 65 mg/ml, al menos 70 mg/ml, al menos 80 mg/ml, al menos 90 mg/ml, al menos
100 mg/ml, al menos 110 mg/ml, al menos 120 mg/ml, al menos 130 mg/ml, al menos 140 mg/ml, al menos
150 mg/ml.

Las técnicas de dispersion estatica de la luz (SLS), filtracion de flujo tangencial (TFF), espectroscopia de infrarrojos
con transformada de Fourier (FTIR), dicroismo circular (CD), técnicas de desplegamiento de proteinas inducido por
urea, fluorescencia intrinseca de triptéfano, calorimetria diferencial de barrido (DSC) y/o unién de proteinas a acido
1-anilino-8-naftalenosulfénico (ANS) también pueden usarse para evaluar las propiedades fisicas y la estabilidad de
los polipéptidos.

Aparte de esto y/o ademas, las formulaciones de la presente invencion muestran de muy poca a ninguna pérdida de
potencia y/o actividad biolégica de sus polipéptidos, incluso durante el almacenamiento en una o mas de las
condiciones de estrés anteriores.

La potencia y/o actividad biolégica de un producto biolégico describe la aptitud o capacidad especifica de dicho
producto biolégico para lograr un efecto biolégico definido. La potencia y actividades biologicas de los polipéptidos
de la invencion pueden evaluarse mediante diversos ensayos, incluido cualquier ensayo in vitro adecuado, ensayo
basado en células, ensayo in vivo y/o modelo animal conocido per se, o cualquier combinacion de los mismos,
dependiendo de la enfermedad o el trastorno especifico implicado. Los ensayos in vitfro adecuados resultaran
evidentes para el experto y, por ejemplo, incluyen ELISA; ensayo de union FACS; Biacore; ensayo de unién por
competicion (AIphaScreen®, Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.; FMAT); ensayo TRAP (ensayo de diferenciacion
de osteoclastos; Rissanen et al. 2005, J. Bone Miner. Res. 20, supl. 1: 5256); ensayo de genes indicadores de NF-
kappaB (Mizukami et al. 2002, Mol. Cell. Biol. 22: 992-1000). Por ejemplo, SEQ ID NO: 1 interacciona con RANKL y
bloquea la interaccion de este ligando con RANK, impidiendo de ese modo la sefializacion a través de este receptor.
La potencia de SEQ ID NO: 1 para bloquear la interacciéon de RANKL con RANK puede determinarse, por ejemplo,
mediante ELISA, Biacore, AIphaScreen®.

Por ejemplo, en un modo de realizacion, el analisis cinético de Biacore usa la tecnologia de resonancia de plasmon
de superficie (SPR) para realizar un seguimiento de las interacciones macromoleculares en tiempo real y se usa
para determinar las velocidades de asociacion y disociacion de los polipéptidos de las formulaciones de la invencion
a su diana. El analisis cinético de Biacore comprende analizar la unién y disociacion de la diana a partir de chips con
polipéptidos de la invencién inmovilizados sobre su superficie. Un estudio cinético de Biacore tipico implica la
inyeccion de 250 ul de reactivo de polipéptido a concentracion variable en tampén HBS que contiene Tween20 al
0,005 % sobre la superficie de un chip sensor, sobre la que se ha inmovilizado el antigeno. En el sistema BlAcore
3000, los ligandos se inmovilizan en dextrano carboximetilado sobre una superficie de oro, mientras que la segunda
pareja (analito) se captura a medida que fluye sobre la superficie de ligando inmovilizado. Los ligandos inmovilizados
son notablemente resistentes y mantienen su actividad biolégica. Los analitos unidos pueden separarse del ligando
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inmovilizado sin afectar a su actividad para permitir muchos ciclos de unién y regeneracion sobre la misma superficie
inmovilizada. Se detecta la interaccion en tiempo real mediante SPR y con alta sensibilidad. Debido a que la misma
afinidad puede reflejar diferentes velocidades de asociacion y velocidades de disociacion, este instrumento destaca
sobre la mayoria de los otros procedimientos de medicion de la afinidad en que mide velocidades de asociacion (ka)
y velocidades de disociacion (kd). También son viables experimentos de determinacion de la concentracion.

Las formulaciones de la presente invencion apenas presentan pérdida en las actividades biolégicas del polipéptido
durante el almacenamiento prolongado en la condicién descrita anteriormente, como se evalia mediante diversos
ensayos inmunoldgicos, incluidos, por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) y resonancia de
plasmén de superficie para medir la capacidad del polipéptido para unirse especificamente a un antigeno. Los
polipéptidos presentes en las formulaciones de la presente invencidon conservan después del almacenamiento
durante los periodos definidos anteriormente mas de un 80 %, mas de un 85 %, mas de un 90 %, mas de un 95 %,
mas de un 98 %, mas de un 99 %, o mas de un 99,5 % de las actividades bioldgicas iniciales (por ejemplo, la
capacidad de unirse a RANKL y/o HSA) de los polipéptidos antes del almacenamiento. En algunos modos de
realizacion, los polipéptidos en las formulaciones de la invencién conservan después del almacenamiento durante
los periodos definidos anteriormente al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 % de la actividad biolégica (por ejemplo, la capacidad de
unirse a RANKL y/o HSA) en comparacion con una formulacién de referencia antes del almacenamiento.

En las formulaciones de la presente invencion, al menos un 80 % (preferentemente al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conservan
su actividad de union a RANKL después del almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores
en comparacion con la actividad de uniéon antes del almacenamiento. Sin quedar limitado, la unién de los
polipéptidos a RANKL puede determinarse, por ejemplo, mediante ELISA y/o Biacore. En otro aspecto, en las
formulaciones de la presente invencion al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %,
al menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién a
HSA tras el almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores en comparacion con la actividad
de union antes del almacenamiento. En un aspecto preferente, al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un
90 %, un menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos
presentes en la formulacion de la invencidon conserva su actividad de union a RANKL y HSA después del
almacenamiento en una o mas de las condiciones de estrés anteriores en comparaciéon con la actividad de unién
antes del almacenamiento.

Los modelos animales adecuados para determinar la potencia y/o actividad biolégica de los polipéptidos presentes
en las formulaciones de la invencion resultaran evidentes para el experto y, por ejemplo, incluyen modelo de ratén
(SCID)/ARH-77 (Sordillo y Pearse 2003, Cancer 97 (3 Suppl): 802-812), modelo de ratéon SCID-hu de MM humano
(Sordillo y Pearse 2003, Cancer 97 (3 Suppl): 802-812; Tassone et al. 2005, Blood 106: 713-716), ratones
transgénicos que sobreexpresan OPG bajo el control del promotor del gen apoE y potenciador asociado (Simonet et
al. 1997, Cell 89: 309-319), modelo de ratéon de destruccion ésea inducida por sarcoma (Honore et al. 2000, Nat.
Med. 6: 521-528), modelos animales sometidos a ovariectomia tales como, por ejemplo, monos sometidos a
ovariectomia (Jerome et al. 1995, Bone 17: 403S-408S), ratones sometidos a ovariectomia (Roggia et al. 2001,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 20: 13960-13965) o ratas y monos cynomolgus sometidos a ovariectomia (Simonet et al.
1997, Cell 89: 309-319; Heegh-Andersen et al. 2004, Arthritis Res. Ther. 6: R169-R180), modelos de rata (animales)
para artritis (Bendele ef al. 1999, Toxicologic Pathology 27: 134-142; Romas et al. 2002, Am. J. Pathol. 161: 1419-
1427; Mori et al. 2002, Histochemistry and Cell Biology 117: 283-292) tal como modelos de artritis inducida por
colageno o modelos de artritis inducida por adyuvante, modelos animales de hipercalcemia inducida por PTHrP
derivada de tumor (Morony et al. 1999, J. Bone Miner. Res. 14: 1478-1485; Capparelli et al. 2000, Cancer Res. 60:
783-778), modelo murino de mieloma multiple (Vanderkerken et al. 2003, Cancer Res. 63: 287-289), modelo de
enfermedad inflamatoria intestinal en ratones (Byrne et al. 2005, Gut 54: 78-86), ratones transgénicos que
sobreexpresan MIF (Onodera et al. 2006, J. Bone Miner. Res. 21: 876-885), ratones transgénicos que
sobreexpresan el factor de diferenciacion de osteoclastos soluble (sODF) (Mizuno et al. 2002, 20: 337-44), ratones
transgénicos que sobreexpresan CSF-1 bajo el control del promotor de CSF-1R/impulsador del primer intrén [ratones
con el transgen TgN(Csf1r-Csf1)Ers (TgRC)] (Wei et al. 2006, J. Leukoc. Biol. 80: 1445-1453), ratones transgénicos
que sobreexpresan el factor de union al nucleo alfa 1 (Cbfa1) (Geoffroy et al. Mol. Cell Biol. 22: 6222-6233), ratones
transgénicos que sobreexpresan el receptor sefiuelo 3 (DcR3) (Tang et al. 2007, J. Biol. Chem. 282: 2346-2354), asi
como los ensayos usados en la parte experimental a continuacion y en la técnica anterior citada en el presente
documento.

En consecuencia, la presente invencion proporciona formulaciones estables de polipéptidos que comprenden uno o
mas dominios variables individuales (preferentemente que comprende tres dominios variables individuales, mas
preferentemente que comprende dos dominios variables individuales que se unen a RANKL y un dominio variable
individual que se une a HSA, tal como, por ejemplo, SEQ ID NO: 1) a una concentracién elevada (como se define
anteriormente), en las que

- menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo
mas preferentemente menos de un 1 %) del polipéptido forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal
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(por ejemplo, como se evalia mediante RP-HPLC) durante el almacenamiento en condiciones de estrés, tales
como por ejemplo a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 %
o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un
1 %) del polipéptido forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC) durante el
almacenamiento en condiciones de estrés, tales como, por ejemplo, a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un
99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo, como se evalta
mediante ELISA y/o Biacore) a al menos una de sus (preferentemente a todas sus) dianas después del
almacenamiento en condiciones de estrés, tales como por ejemplo a 37 °C+5°C hasta 2 semanas
(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al
menos 8 semanas 0 mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento; y/o

- el polipéptido es estable bajo estrés mecanico.

En otro aspecto, el polipéptido presente en la formulacion de la invencién tiene un perfil de temperatura de fusion
bifasico en el que una Tm1 es de al menos 60 °C o mas, preferentemente al menos 61°C o mas, mas
preferentemente al menos 62 °C o mas y la Tm2 es de al menos 65 °C o mas, preferentemente al menos 66 °C o
mas, mas preferentemente al menos 67 °C o mas, como se mide mediante el ensayo de desplazamiento térmico y/o
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Sin quedar limitado, la determinacion del punto de fusion puede realizarse
mediante el ensayo de desplazamiento térmico basado en fluorescencia que se basa en el hecho de que tras el
desplegamiento térmico las regiones hidrofobas de las proteinas, habitualmente ocultas en el centro del plegamiento
de la proteina, se vuelven accesibles para unirse a un colorante fluorescente hidréfobo. La emision de fluorescencia
de este colorante se extingue en disolucidon acuosa, mientras que después de unirse a los parches hidréfobos de
una proteina desplegada se observa un aumento repentino del rendimiento de fluorescencia de la sonda. El
desplegamiento inducido por temperatura es tipicamente un proceso de dos estados con una transicion repentina
entre el estado plegado y desplegado, en el que la temperatura de fusion (Tm) se define como la temperatura a la
que la mitad de la proteina esta en el estado desplegado, es decir, se representa graficamente la primera derivada
de la sefial de fluorescencia tras el calentamiento gradual de la muestra y el pico observado (o picos cuando estan
presentes multiples dominios y/o variantes del mismo dominio) representa la temperatura de fusion. El ensayo de
desplazamiento térmico puede realizarse en un instrumento de PCR en tiempo real tipico en el que pueden
registrarse las curvas de fusion con precision en el modo de alto rendimiento, requiriéndose solo cantidades
pequefias de proteina.

Durante un experimento de calorimetria diferencial de barrido la muestra se calienta a una velocidad constante en un
entorno adiabatico (AT = 0). La energia requerida para mantener a cero la diferencia de temperatura entre una
referencia y la célula de muestra se mide y proporciona la capacidad calorifica como funciéon de la temperatura
(Cp(T)). La temperatura correspondiente a la capacidad calorifica maxima representa la temperatura de fusion (Tn).
Si el procedimiento de desplegamiento dependiente de temperatura es reversible, pueden determinarse otros
parametros termodinamicos tales como la entalpia de desplegamiento (AHgesplegamiento)-

En consecuencia, la presente invencion también se refiere a formulaciones estables de polipéptidos que
comprenden uno o mas dominios variables individuales (preferentemente que comprenden tres dominios variables
individuales, mas preferentemente que comprende dos dominios variables individuales que se unen a RANKL y un
dominio variable individual que se une a HSA, tal como por ejemplo SEQ ID NO: 1) a una concentracion elevada
(como se define anteriormente), en las que

- menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo
mas preferentemente menos de un 1 %) de los polipéptidos forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal
(por ejemplo, como se evalia mediante RP-HPLC) durante el almacenamiento en condiciones de estrés, tales
como por ejemplo a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 %
o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un
1 %) del polipéptido forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC) durante el
almacenamiento en condiciones de estrés, tales como por ejemplo a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas);
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- al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un
99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo, como se evalta
mediante ELISA y/o Biacore) a al menos una de sus (preferentemente a todas sus) dianas después del
almacenamiento en condiciones de estrés, tales como por ejemplo a 37 °C+5°C hasta 2 semanas
(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al
menos 8 semanas 0 mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento;

- el polipéptido es estable bajo estrés mecanico; y/o

- el polipéptido tiene un perfil de temperatura de fusioén bifasico en el que una Tm1 es de al menos 60 °C o mas,
preferentemente al menos 61 °C o mas, mas preferentemente al menos 62 °C o mas y la Tm2 es de al menos
65 °C o0 mas, preferentemente al menos 66 °C o mas, mas preferentemente al menos 67 °C o mas, como se
mide mediante el ensayo de desplazamiento térmico y/o calorimetria diferencial de barrido (DSC).

En un aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se define
anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulaciéon de la invencién tiene un pH de pH 7,0, y se caracteriza
adicionalmente porque menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente
menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos de un 1 %) de los polipéptidos presentes en dicha formulacion
forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evallia mediante RP-HPLC) durante el
almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas).
Preferentemente, la formulacion de la invencién comprende un tampédn fosfato (preferentemente hidrogenofosfato de
disodio / Na;HPO4) a pH 7,0, y se caracteriza adicionalmente por que menos de un 10 % (mas preferentemente
menos de un 5 %, incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos de un 1 %) de los
polipéptidos presentes en dicha formulacion forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo,
como se evalia mediante RP-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas). Preferentemente, la concentracion del tampdn fosfato es de
aproximadamente 10 mM.

En adn otro aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se
define anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulacién de la invencién tiene un pH de 7,0, y se caracteriza
adicionalmente por que menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente
menos de un 15 % o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3%, un 1% o
incluso menos de un 1 %) de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC)
durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente
al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o
mas). Preferentemente, la formulacion de la invencion comprende un tampodn fosfato (preferentemente
hidrogenofosfato de disodio / NaHPO4) a pH 7,0, y se caracteriza adicionalmente por que menos de un 25 % (mas
preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 % o menos de un 10 %, lo mas
preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un 1 %) de los polipéptidos forma
dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas). Preferentemente, la concentracion del
tampodn fosfato es de aproximadamente 10 mM.

En adn otro aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se
define anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulacién de la invencién tiene un pH de 7,0, y se caracteriza
adicionalmente por que menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente
menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos de un 1 %) de los polipéptidos presentes en dicha formulacion
forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalua mediante RP-HPLC) y menos de
un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 % o menos de un
10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un 1 %) de los
polipéptidos forma dimeros (por ejemplo tal como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas
preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas). Preferentemente, la
formulacioén de la invencién comprende un tampén fosfato (preferentemente hidrogenofosfato de disodio / NaHPO4)
a pH 7,0, y se caracteriza adicionalmente por que menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %,
incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo mas preferentemente menos de un 1 %) de los polipéptidos
presentes en dicha formulacion forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal (por ejemplo, como se evalua
mediante RP-HPLC) y menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente
menos de un 15 % o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3%, un 1% o
incluso menos de un 1 %) de los polipéptidos forma dimeros (por ejemplo, como se evalia mediante SE-HPLC)
durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente
al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o
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mas). Preferentemente, la concentracion del tampon fosfato es de 10 mM.

En adn otro aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se
define anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulacién de la invencién tiene un pH de 7,0, y se caracteriza
adicionalmente por que al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de union (como se evalia
mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta
al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento.
En un aspecto preferente, la formulacion de la invencion comprende un tampén fosfato a pH 7,0, y se caracteriza
adicionalmente por que al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (por ejemplo,
como se evalla mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la actividad de union
antes del almacenamiento. Preferentemente, la concentracion del tampén fosfato es de aproximadamente 10 mM.

En adn otro aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se
define anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulacién de la invencién tiene un pH de 7,0, y se caracteriza
adicionalmente por que al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de union (como se evalia
mediante ELISA y/o Biacore) a HSA durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento.
En un aspecto preferente, la formulacion de la invencion comprende un tampén fosfato a pH 7,0, y se caracteriza
adicionalmente porque al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de union (como se evalla
mediante ELISA y/o Biacore) a HSA durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C durante hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento.
Preferentemente, la concentracion del tampon fosfato es de aproximadamente 10 mM.

En aun otro aspecto especifico y el mas preferente, ademas del polipéptido de la invencion a una concentracion
elevada (como se define anteriormente) y el vehiculo acuoso, la formulacion de la invencion tiene un pH de 7,0, y se
caracteriza adicionalmente por que al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de union (como
se evalua mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL y a HSA durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al
menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la actividad de union
antes del almacenamiento. En un aspecto preferente, la formulacion de la invencién comprende un tampén fosfato a
pH 7,0, y se caracteriza adicionalmente por que al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de
union (como se evalia mediante ELISA y/o Biacore) a RANKL y a HSA durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C#5 °C durante hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas
preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas) en comparacion con la
actividad de uniéon antes del almacenamiento. Preferentemente, la concentraciéon del tampoén fosfato es de
aproximadamente 10 mM.

En otro aspecto especifico, ademas del polipéptido de la invenciéon a una concentracion elevada (como se define
anteriormente), el vehiculo acuoso y el tampodn, la formulacién de la invencién comprende un tensioactivo, y se
caracteriza adicionalmente por que los polipéptidos presentes en la formulacion son estables bajo estrés mecanico.
En un aspecto especifico, la formulacion de la invencion comprende Tween20 o Tween80 (a una concentracion que
varia entre aproximadamente un 0 % y aproximadamente un 0,1 % (v:v), aproximadamente un 0,001 % (v:iv) y
aproximadamente un 0,1 % (v:v), o aproximadamente un 0,01 % (v:v) y aproximadamente un 0,1 % (v:v) tal como un
0,001 % (v:v), un 0,005 % (v:v), un 0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 % (v:v), un 0,08 % (v:v), un 0,1 % (v:v), un
0,5% (viv) o un 1% (v:iv) de la formulacion, preferentemente un 0,01 % (v:v)) y se caracteriza por que los
polipéptidos presentes en la formulacion son estables bajo estrés mecanico.

En un aspecto preferente, la formulacion de la invenciéon comprende Tween80 (a una concentracion de un 0,001 %
(v:v), un 0,005 % (v:v), un 0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 % (v:v), un 0,08 % (v:v), un 0,1 % (v:v), un 0,5 %
(v:v), o un 1 % (v:v) de la formulacion, preferentemente un 0,01 % (v:v)) y se caracteriza por que los polipéptidos
presentes en la formulacién de la invencion son estables cuando se agita la formulacion durante al menos 10's, 20 s,
30 s, 40 s, 50 s hasta 1 minuto o mas. En otro aspecto preferente, la formulaciéon de la invencion comprende
Tween80 (a una concentracion de un 0,001 % (v:v), un 0,005 % (v:v), un 0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 %
(v:v), un 0,08 % (v:v), un 0,1 % (v:v), un 0,5 % (v:v) o un 1 % (v:v) de la formulacién, preferentemente un 0,01 %
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(v:v)) y se caracteriza por que los polipéptidos presentes en la formulacion de la invencion son estables cuando se
empuja la formulacion a través de una jeringuilla (la jeringuilla usada puede ser cualquier jeringuilla disponible
comercialmente, tal como, por ejemplo, una jeringuilla de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta
50 ml) con un tamafio de aguja de 25 G o mas (tal como 26 G, 27 G, 28 G, 29 G, 30 G o mas, preferentemente 27 G
0 mas) una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces hasta 10 veces o mas. En otro aspecto preferente,
la formulacion de la invencion comprende Tween80 (a una concentracion de un 0,001 % (v:v), un 0,005 % (v:v), un
0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 % (v:v), un 0,08 % (v:v), un 0,1 % (v:v), un 0,5 % (v:v) o un 1% (v:v) de la
formulacion, preferentemente un 0,01 % (v:v)) y se caracteriza por que los polipéptidos presentes en la formulacion
de la invencion son estables cuando se hace rotar la formulaciéon durante 1 hora, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 1 dia
hasta dos dias o mas a 10 rpm. En otro aspecto preferente, la formulacion de la invencién comprende Tween80 (a
una concentracion de un 0,001 % (v:v), un 0,005 % (v:v), un 0,01 % (v:v), un 0,02 % (v:v), un 0,05 % (v:v), un 0,08 %
(viv), un 0,1 % (v:v), un 0,5% (viv) o un 1% (v:v) de la formulacion, preferentemente un 0,01 % (v:v)) y se
caracteriza por que los polipéptidos presentes en la formulaciéon de la invencidon son estables cuando se agita la
formulacion durante 1 hora a temperatura ambiente y de 1 a 2 dias o mas a 2 °C-8 °C a al menos 10 rpm (tal como
50 rpm, 100 rpm o mas).

En consecuencia, en un aspecto especifico, la formulacién de la invencion comprende:
- 30-150 mg/ml de SEQ ID NO: 1;
- 10 mM de hidrogenofosfato de disodio (NazHPO,);
- 100-150 mM de cloruro de sodio (NaCl);
- Tween80 al 0,01 % (v:v);
y se caracteriza adicionalmente por que:

- menos de un 10 % (mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente menos de un 3 %, lo
mas preferentemente menos de un 1 %) del polipéptido forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal
(como se evalia mediante RP-HPLC) durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al
menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- menos de un 25 % (mas preferentemente menos de un 20 %, incluso mas preferentemente menos de un 15 %
o menos de un 10 %, lo mas preferentemente un 5 % o menos, tal como un 3 %, un 1 % o incluso menos de un
1 %) del polipéptido forma dimeros (como se evalia mediante SE-HPLC) durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C+5°C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4 semanas, mas
preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o mas);

- al menos un 80 % (al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un
99 %, o al menos un 99,5 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién (como se evalia mediante
ELISA y/o Biacore) a al menos una de sus dianas tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C hasta 2 semanas
(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al
menos 8 semanas 0 mas) en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento; y/o

- el polipéptido es estable en una o mas de las siguientes condiciones de estrés mecanico:

o remover la formulacién durante de 10 s a 1 min;

o empuijar la formulacion a través de una aguja (25 G, preferentemente 26 G, mas preferentemente 27 G,
incluso mas preferentemente 28 G, lo mas preferentemente 29 G o mas) con una jeringuilla (la jeringuilla
usada puede ser cualquier jeringuilla disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, una jeringuilla de
1ml, 2ml, 3 ml, 4 ml, 5ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta 50 ml);

o rotar durante dos dias a 10 rpm; y/o

o agitar durante 1 hora a temperatura ambiente y 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal como 50 rpm, 100 rpm
0 mas).

Un ejemplo de una formulacion preferente de la invencion con estas caracteristicas comprende 65 mg/ml de SEQ ID
NO: 1, 10 mM de hidrogenofosfato de disodio (Na2HPO.), 115 mM de cloruro de sodio (NaCl) y Tween80 al 0,01 %
(v:v).

El experto conoce procedimientos generales para producir los dominios variables individuales y/o polipéptidos
presentes en las formulaciones de la invencion y/o se han descrito en la técnica. Los dominios variables individuales
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y/o polipéptidos pueden producirse en cualquier huésped conocido por el experto. Por ejemplo, pero sin limitarse, los
dominios variables individuales y/o polipéptidos pueden producirse en huéspedes procariotas entre los que esta E.
coli o huéspedes eucariotas, por ejemplo un huésped eucariota seleccionado de entre células de insecto, células de
mamifero y huéspedes eucariotas inferiores que comprenden levaduras tales como Pichia, Hansenula,
Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Torulopsis, Torulaspora, Schizosaccharomyces, Citeromyces,
Pachysolen, Debaromyces, Metschunikowia, Rhodosporidium, Leucosporidium, Botryoascus, Sporidiobolus,
Endomycopsis, preferentemente Pichia pastoris. La produccion de nanocuerpos en huéspedes procariotas y
eucariotas inferiores tales como Pichia pastoris se ha descrito, por ejemplo, en los documentos WO 94/04678, WO
94/25591 y WO 08/142164. Se hace referencia al contenido de estas solicitudes explicitamente en relacion con
técnicas y procedimientos de cultivo generales, incluyendo medios y condiciones adecuados. El experto también
puede concebir constructos genéticos adecuados para la expresion de los polipéptidos de la invencién en diferentes
huéspedes basandose en la presente solicitud y conocimiento general comun. La presente invencion también se
refiere a condiciones y constructos genéticos descritos en la técnica, por ejemplo los procedimientos de cultivo
generales, plasmidos, promotores y secuencias lider descritos en los documento WO 94/25591, WO 08/020079,
Gasser et al. 2006 (Biotechnol. Bioeng. 94: 535); Gasser et al. 2007 (Appl. Environ. Microbiol. 73: 6499); o
Damasceno et al. 2007 (Microbiol. Biotechnol. 74: 381).

Mas particularmente, el procedimiento para la expresion y/o produccion de un polipéptido que comprende uno o mas
dominios variables individuales comprende al menos las etapas de:

a) cultivar un huésped o célula huésped (como se define en el presente documento) en condiciones tales que
dicho huésped o célula huésped se multiplicara;

b) mantener dicho huésped o célula huésped en condiciones tales que dicho huésped o célula huésped expresa
y/o produce el polipéptido;

c) aislar y/o purificar el polipéptido secretado a partir del medio.

Para producir/obtener la expresion del polipéptido, la célula huésped transformada o el organismo huésped
transformado generalmente puede dejarse, mantenerse y/o cultivarse en condiciones tales que el polipéptido
(deseado) se expresa/produce. Las condiciones adecuadas seran evidentes para el experto y habitualmente
dependeran de la célula huésped/organismo huésped usado, asi como de los elementos reguladores que controlan
la expresion de la secuencia de nucleodtidos (pertinente). De nuevo, se hace referencia a los manuales y solicitudes
de patente mencionados anteriormente.

Generalmente, las condiciones adecuadas pueden incluir el uso de un medio adecuado, la presencia de una fuente
adecuada de alimento y/o nutrientes adecuados, el uso de una temperatura adecuada y, opcionalmente, la
presencia de un compuesto o factor de induccién adecuado (por ejemplo, cuando las secuencias de nucleétidos de
la invencion estan bajo el control de un promotor inducible), pudiéndose seleccionar todos por el experto. De nuevo,
en dichas condiciones, las secuencias de aminoacidos de la invenciéon pueden expresarse de manera constitutiva,
de manera transitoria o solo cuando se inducen de manera adecuada.

Entonces el polipéptido de la invencién puede aislarse de la célula huésped/organismo huésped y/o del medio en el
que se cultivd dicha célula huésped u organismo huésped, usando técnicas de aislamiento y/o purificacion de
proteinas conocidas per se, tales como técnicas de cromatografia (preparativa) y/o electroforesis, técnicas de
precipitacion diferencial, técnicas de afinidad (por ejemplo, usando una secuencia de aminoacidos escindible
especifica fusionada con el polipéptido de la invencion) y/o técnicas inmunolégicas preparativas (es decir, usando
anticuerpos contra el polipéptido que va a aislarse).

En la presente invencion, el huésped puede retirarse del medio de cultivo mediante medios de rutina. Por ejemplo, el
huésped puede retirarse mediante centrifugacion o filtracion. La disolucion obtenida mediante la retirada del huésped
del medio de cultivo también se denomina sobrenadante de cultivo, o sobrenadante de cultivo aclarado. Los
polipéptidos de la invencidon pueden purificarse del sobrenadante de cultivo mediante procedimientos
convencionales. Los procedimientos convencionales incluyen, pero no se limitan a, procedimientos cromatograficos,
incluyendo cromatografia de exclusion por tamafo, cromatografia de interaccién hidréfoba, cromatografia de
intercambio i6nico y cromatografia de afinidad. Estos procedimientos pueden realizarse solos o en combinacion con
otros procedimientos de purificacion, por ejemplo precipitacion o electroforesis en gel. El experto puede concebir
combinaciones adecuadas de procedimientos de purificacion para los polipéptidos de la invenciéon basandose en el
conocimiento general comun. Para ejemplos especificos se hace referencia a la técnica citada en el presente
documento.

En un modo de realizacion de ejemplo, los polipéptidos de la invencién pueden purificarse a partir de sobrenadante
de cultivo mediante una combinacion de cromatografia de afinidad sobre proteina A, cromatografia de intercambio
idnico y cromatografia de exclusiéon por tamanio. La referencia a cualquier “etapa de purificacion” incluye, pero no se
limita a, estos procedimientos particulares.
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Mas especificamente, los polipéptidos de la invencién pueden purificarse a partir de sobrenadante de cultivo usando
un procedimiento en el que el sobrenadante aclarado (obtenido por centrifugacion) se captura en cualquier
combinacion de columnas seleccionadas de entre (sin limitarse a) resina de cromatografia de afinidad tal como
resina de proteina A, cromatografia de intercambio cationico (CIEC) o cromatografia de intercambio aniénico (AIEC)
usando, por ejemplo, Poros 50HS (POROS), SOURCE 30S o SOURCE 15S (GE Healthcare), SP Sepharose (GE
Healthcare), Capto S (GE Healthcare), Capto MMC (GE Healthcare) o Poros 50HQ (POROS), SOURCE 30Q o
SOURCE 15Q (GE Healthcare), Q Sepharose (GE Healthcare), Capto Q y DEAE Sepharose (GE Healthcare),
cromatografia de exclusién por tamafio (SE-HPLC) usando, por ejemplo, Superdex 75 o Superdex 200 (GE
Healthcare), cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) usando, por ejemplo, octilo, butilo Sepharose o
equivalentes, opcionalmente incluyendo también una etapa de filtracion de flujo tangencial (TFF). Puede usarse
cualquier combinacion de columnas para la purificacion de los polipéptidos de la invencion, tal como, por ejemplo,
resina de proteina A seguido por cromatografia de intercambio catidénico o dos etapas de cromatografia de
intercambio catidnico.

La presente invencion también proporciona procedimientos para preparar las formulaciones estables de la invencion
que comprenden los polipéptidos de la invencién. Mas particularmente, la presente invencidon proporciona
procedimientos para preparar formulaciones estables de dichos polipéptidos, comprendiendo dichos procedimientos
concentrar una fraccion que contiene el polipéptido purificado hasta una concentracién de polipéptido final de mas
de 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, 100 mg/ml, o 150 mg/ml, tal como por
ejemplo 65 mg/ml, usando, por ejemplo, una membrana semipermeable con un valor de corte para el peso molecular
(PM) apropiado (por ejemplo, un valor de corte de 5 kD para dominios variables individuales; un valor de corte de
10 kD para polipéptidos bivalentes que comprenden dos dominios variables individuales; o un valor de corte de
15 kD para polipéptidos trivalentes que comprenden tres dominios variables individuales) y diafiltrar y/o ultrafiltrar
para el intercambio de tampon y concentrar adicionalmente la fraccion de polipéptido en el tampodn de la formulacion
usando la misma membrana. Como se describié de manera extensa anteriormente, el tampdén de formulacién de la
presente invencion puede comprender ademas:

- tampdn hidrogenofosfato de disodio a una concentracion de 10 mM;

- una sal tal como NaCl a una concentracién en el intervalo de aproximadamente 0 mM a aproximadamente
200 mM, preferentemente de 100 mM a 150 mM, tal como aproximadamente 115 mM.

El pH de la formulacién es de 7,0.

El tensioactivo (por ejemplo, Tween20 o Tween80) se afiadira después de la etapa de diafiltracion/ultrafiltracion final
a una concentracion en el intervalo de aproximadamente un 0 % a aproximadamente un 0,1 % (v:v), tal como, por
ejemplo, un 0,01 % (v:v).

Las formulaciones de la presente invencion pueden esterilizarse mediante diversos procedimientos de esterilizacion,
incluyendo filtracion estéril, radiacion, etc. En un modo especifico de realizacion, la formulacion de polipéptido se
esteriliza mediante filtro con un filtro de 0,2 micrémetros preesterilizado.

Las formulaciones de la invencion pueden liofilizarse (secarse por congelacion) si se desea. En consecuencia, la
invencion también abarca formas liofilizadas de las formulaciones de la invenciéon. Preferentemente, el contenido
final en agua residual de la formulacién liofilizada es extremadamente bajo, aproximadamente de un 1 % a un 4 %.

El secado por congelacion actua congelando el material y reduciendo después la presion circundante y afiadiendo
suficiente calor para permitir que el agua congelada en el material se sublime directamente de fase sélida a gas. En
consecuencia, la presente invencion también se refiere a un procedimiento para el secado por congelacion de la
formulacién de la invencién. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un procedimiento que
comprende las etapas de:

a) congelar la formulacion de la invencion a una temperatura de entre -50 °C y -80 °C;

b) disminuir la presién (hasta el intervalo de unos pocos milibares) y suministrar suficiente calor para que el agua
se sublime.

La presente invencioén, por tanto, también se refiere a una formulaciéon que se produce mediante el secado por
congelacion de la formulacién de la invencion.

Las formulaciones de la invencién también pueden secarse por pulverizacion si se desea. En consecuencia, la
invencion también abarca formas secadas por pulverizacion de las formulaciones de la invencion. Preferentemente,
el contenido final en agua residual de la formulacién secada es extremadamente bajo, aproximadamente de un 1 %
aun4 %.

El secado por pulverizacién es un procedimiento para producir un polvo seco a partir de un liquido o suspension
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secandolo rapidamente con un gas caliente. El secado por pulverizacion actia dispersando la formulacion liquida en
un pulverizador de tamafio de gota controlado y pasando aire caliente como medios de secado calentado. En
consecuencia, la presente invencion también se refiere a un procedimiento para el secado por pulverizacion de la
formulacién de la invencién. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un procedimiento que
comprende las etapas de:

a) dispersar la formulacion liquida en un pulverizador de tamafio de gota controlado (pueden lograrse tamafios
de gota de 10 hasta 500 micrometros, tales como, por ejemplo, en el intervalo de diametros de 100 a
200 micrometros) usando un atomizador o boquilla de pulverizacion (tal como, por ejemplo, boquillas giratorias,
boquillas de remolino de presion de fluido Unico, dos fluidos o boquilla ultrasénica);

b) pasar al pulverizador un gas de secado caliente como un flujo con la corriente o contracorriente.

La presente invencioén, por tanto, también se refiere a una formulaciéon que se produce mediante el secado por
pulverizacién de la formulacién de la invencion.

Preferentemente, la formulacién liquida, liofilizada o secada por pulverizacién de la presente invencién se suministra
en un recipiente sellado herméticamente. Las formulaciones liquidas pueden comprender una cantidad de entre 1 ml
y 20 ml, de forma preferente aproximadamente 1 ml, 2ml, 3ml, 4 ml, 5ml, 6ml, 7ml, 8 ml, 9ml, 10 ml, 15 ml, o
20 ml.

Las formulaciones liquidas, liofilizadas o secadas por pulverizaciéon de la presente invenciéon pueden prepararse
como formas de dosificacion unitaria preparando un vial que contiene una alicuota de la formulacién liquida,
liofilizada o secada por pulverizacién para un Unico uso. Por ejemplo, una dosificacion unitaria de formulacion liquida
por vial puede contener 1 ml, 2ml, 3ml, 4ml, 5ml, 6 ml, 7 ml, 8 ml, 9ml, 10 ml, 15 ml, o 20 ml de la formulacién.
Las formas de dosificaciéon unitarias farmacéutica pueden prepararse para que sean adecuadas para cualquier forma
de administracion del polipéptido de la invencion, incluyendo (sin limitarse a) administracién parenteral,
administracion tdpica, administracion pulmonar, administracion intranasal, administracion vaginal, administracion
enteral, administracion rectal, administracion oral y/o administracién sublingual. En un aspecto, la presente invencion
se refiere a una forma de dosificacion unitaria farmacéutica adecuada para la administracion parenteral (tal como por
ejemplo intravenosa, intraarterial, intramuscular, intracerebral, intradsea, intradérmica, intratecal, intraperitoneal,
subcutanea, etc.) a un sujeto, que comprende una formulacion de la invencién en un recipiente adecuado. En un
aspecto preferente, la forma de dosificacion unitaria farmacéutica es adecuada para la administracion subcutanea a
un sujeto. En otro aspecto preferente, el sujeto es un ser humano. En un modo especifico de realizacién, las
formulaciones liquidas de la presente invencion se formulan en viales de dosis Gnicas como un liquido estéril que
contiene 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1, 10 mM de tampén fosfato a pH 7,0, 115 mM de cloruro de sodio y Tween80 al
0,01 % (v:v).

La cantidad de una formulacion de la presente invencidon que sera eficaz en la prevencion, el tratamiento y/o el
control de una enfermedad o trastorno determinado puede determinarse mediante técnicas clinicas convencionales
bien conocidas en la técnica o descritas en el presente documento. La dosis precisa que se emplee en la
formulacién también dependera de la via de administracion y debe decidirse segun el juicio del médico y de las
circunstancias de cada paciente. Pueden extrapolarse dosis eficaces a partir de las curvas de dosis-respuesta
derivadas de sistemas de prueba in vitro o en modelos animales. Para formulaciones del polipéptido, abarcadas por
la invencion, la dosificacion administrada a un paciente puede calcularse ademas usando el peso del paciente en
kilogramos (kg) multiplicado por la dosis que va a administrarse en mg/kg. Para la administracion subcutanea de una
formulacion de la invencion que comprende 65 mg/ml de polipéptido (tal como por ejemplo SEQ ID NO: 1) se prevé
una dosificacion de, por ejemplo, 1-3 mg/kg de peso corporal.

El volumen requerido (en ml) para administracion se determina entonces tomando la dosis en mg requerida dividida
entre la concentracion de la formulacion de polipéptido. El volumen requerido calculado final se obtendra
combinando el contenido de cuantos viales sean necesarios en jeringuilla(s) para administrar la formulacion del
polipéptido de la invencion. Por ejemplo, para la administracion subcutanea de una formulacién de la invencion que
comprende 65 mg/ml de polipéptido (tal como por ejemplo SEQ ID NO: 1) se prevé que el volumen requerido sea de
aproximadamente 1-3 ml para una dosis de 1-3 mg/kg.

La presente invencion también abarca un producto farmacéutico acondicionado y etiquetado terminado. Este articulo
de fabricacion o kit incluye la forma farmacéutica unitaria apropiada en un envase o recipiente apropiado, tal como
un vial de vidrio u otro recipiente que esta sellado herméticamente. En un modo de realizacién, la forma de
dosificacién unitaria es adecuada para administracion intravenosa, intramuscular, intranasal, oral, topica o
subcutanea. Por tanto, la invencion abarca formulaciones, preferentemente estériles, adecuadas para cada via de
administracion. En el caso de formas de dosificacién adecuadas para administracion parenteral (tal como, por
ejemplo, administracion subcutanea), el principio activo, por ejemplo, el polipéptido de la invencién (tal como, por
ejemplo, SEQ ID NO: 1), es estéril y adecuado para administracion como disolucion libre de material particulado. En
otras palabras, la invenciéon abarca tanto disoluciones parenterales como polvos liofilizados o secados por
pulverizacion, siendo todos ellos estériles, y siendo el tltimo adecuado para su reconstitucion antes de la inyeccion.
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Como con cualquier producto farmacéutico, el material de acondicionamiento y el recipiente estan disefiados para
proteger la estabilidad del producto durante su almacenamiento y transporte. Ademas, los productos de la invencion
incluyen instrucciones para su uso u otro material informativo que aconseje al médico, técnico o paciente sobre
cémo prevenir o tratar de manera apropiada la enfermedad o el trastorno en cuestion. En otras palabras, el articulo
de fabricacion incluye medios de instruccién que indican o sugieren un régimen de dosificacion, incluidos, pero sin
limitarse a, dosis reales, procedimientos de seguimiento y otra informacion de seguimiento.

Especificamente, la invencién proporciona un articulo de fabricacion que comprende material de acondicionamiento,
tal como una caja, un frasco, un tubo, un vial, un recipiente, un pulverizador, un insuflador, una bolsa para
administracion intravenosa (i.v.), un sobre y similares; y al menos una forma de dosificacion unitaria de un agente
farmacéutico contenido dentro de dicho material de acondicionamiento, en el que dicho agente farmacéutico
comprende la formulacién que contiene el polipéptido. El material de acondicionamiento incluye medios de
instruccion que indican que dicho polipéptido puede usarse para prevenir, tratar y/o controlar uno o mas sintomas
asociados con la enfermedad o el trastorno administrando dosis especificas y usando regimenes de dosificacion
especificos como se describe en el presente documento.

La invencion también proporciona un articulo de fabricacién que comprende material de acondicionalmente, tal como
una caja, un frasco, un tubo, un vial, un recipiente, un pulverizador, un insuflador, una bolsa para administracion
intravenosa (i.v.), un sobre y similares; y al menos una forma de dosificacion unitaria de cada agente farmacéutico
contenido dentro de dicho material de acondicionamiento, en el que un agente farmacéutico comprende una
formulacién que contiene el polipéptido de interés, y en el que dicho material de acondicionamiento incluye medios
de instruccion que indican que dichos agentes pueden usarse para prevenir, tratar y/o controlar la enfermedad o el
trastorno administrando dosis especificas y usando regimenes de dosificacion especificos como se describe en el
presente documento.

La invencion también proporciona un articulo de fabricacién que comprende material de acondicionamiento, tal como
una caja, un frasco, un tubo, un vial, un recipiente, un pulverizador, un insuflador, una bolsa para administracion
intravenosa (i.v.), un sobre y similares; y al menos una forma de dosificacion unitaria de cada agente farmacéutico
contenido dentro de dicho material de acondicionamiento, en el que un agente farmacéutico comprende una
formulacién que contiene el polipéptido, y en el que dicho material de acondicionamiento incluye medios de
instruccion que indican que dichos agentes pueden usarse para prevenir, tratar y/o controlar uno o mas sintomas
asociados con la enfermedad o el trastorno administrando dosis especificas y usando regimenes de dosificacion
especificos como se describe en el presente documento.

Las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y los kits de la presente invencion
pueden administrarse a un sujeto para prevenir, tratar y/o controlar una enfermedad y/o un trastorno especifico. En
un aspecto especifico, las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y los kits de la
presente invencion se administran a un sujeto para prevenir, tratar y/o controlar una enfermedad y/o un trastorno
asociados con o caracterizados por la expresion y/o actividad anémalas de una diana determinada o uno o mas
sintomas de los mismos. En otro aspecto especifico, las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias
farmacéuticas y los kits de la presente invencion se administran a un sujeto para prevenir, tratar y/o controlar una
enfermedad y/o un trastorno asociados con o caracterizados por la expresion y/o actividad anémalas de RANKL o
uno o mas sintomas de los mismos.

Las enfermedades y los trastornos asociados con la expresion y/o actividad anémalas de RANKL son, por ejemplo,
enfermedades y trastornos 6seos, e incluyen (sin limitarse) las siguientes enfermedades y trastornos: osteoporosis
(McClung 2006, Current Osteoporosis Reports 4: 28-33), incluyendo, pero sin limitarse a, osteoporosis primaria,
osteoporosis endocrina (incluyendo, pero sin limitarse a, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo (Anandarajah y
Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232), sindrome de Cushing y acromegalia), formas hereditarias y
congénitas de osteoporosis (incluyendo, pero sin limitarse a, osteogénesis imperfecta, homocistinuria, sindrome de
Menkes, sindrome de Riley-Day), osteoporosis debida a inmovilizacion de las extremidades, osteoporosis inducida
por glucocorticoides (Locklin et al. 2001, Bone 28 (supl.): S80; McClung 2006, Current Osteoporosis Reports 4: 28-
33; Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232) y osteoporosis posmenopausica (McClung 2006,
Current Osteoporosis Reports 4: 28-33); enfermedad de Paget (juvenil o familiar) (Cundy et al. 2002, Hum. Mol.
Genet. 11: 2119-2127; Whyte et al. 2002, J. Bone Miner. Res. 17: 26-29; Whyte et al. 2002, N. Engl. 347: 175-184;
Johnson-Pais et al. 2003, J. Bone Miner Res. 18: 376-380; Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-
232; Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232); osteomielitis, es decir, una lesion infecciosa del
hueso, que da lugar a pérdida 6sea; hipercalcemia (Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232),
incluyendo, pero sin limitarse a, hipercalcemia resultante de tumores sélidos (incluyendo, pero sin limitarse a, de
mama, de pulmoén y de rifidn) y tumores malignos hematoloégicos (incluyendo, pero sin limitarse a, mieloma multiple
(Sordillo y Pearse 2003, Cancer 97 (3 supl.): 802-812; Vanderkerken et al. 2003, Cancer Res. 63: 287-289), linfoma
y leucemia), hipercalcemia idiopatica e hipercalcemia asociada con hipertiroidismo y trastornos de la funcién renal;
pérdida 6sea, incluyendo pero sin limitarse a, osteopenia tras cirugia, osteopenia inducida por administracion de
esteroides, osteopenia asociada con trastornos del intestino delgado y grueso, y osteopenia asociada con
hepatopatias y nefropatias cronicas; osteonecrosis, es decir, muerte de células dseas, incluyendo, pero sin limitarse
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a, osteonecrosis asociada con lesién traumatica, osteonecrosis asociada con enfermedad de Gaucher,
osteonecrosis asociada con anemia falciforme, osteonecrosis asociada con lupus eritematoso sistémico,
osteonecrosis asociada con artritis reumatoide, osteonecrosis asociada con enfermedad periodontal, osteonecrosis
asociada con metastasis osteolitica y osteonecrosis asociada con otra enfermedad; pérdida 6sea asociada con
trastornos artriticos, tales como artritis psoriasica, artritis reumatoide, pérdida de cartilago y erosion de la articulacion
asociada con artritis reumatoide (Bezerra et al. 2005, Brazilian Journal of Medical and Biological Research 38: 161-
170; Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232); artritis (Bezerra et al. 2005, Brazilian Journal of
Medical and Biological Research 38: 161-170), incluyendo artritis inflamatoria (McClung 2006, Current Osteoporosis
Reports 4: 28-33), artritis inducida por colageno (Bezerra et al. 2005, Brazilian Journal of Medical and Biological
Research 38: 161-170); osteolisis periprotésica (McClung 2006, Current Osteoporosis Reports 4: 97: 226-232);
osteopatia relacionada con cancer (McClung 2006, Current Osteoporosis Reports 4: 28-33); pérdida Osea
relacionada asociada con tratamiento con inhibidores de la aromatasa (Lewiecki 2006, Expert Opin. Biol. Ther. 6:
1041-1050); pérdida 6sea asociada con tratamiento de privacion de androgenos (Lewiecki 2006, Expert Opin. Biol.
Ther. 6: 1041-1050); pérdida 6sea asociada con metastasis 6sea; pérdida 6sea asociada con enfermedades con
afectacion del sistema inmunitario, tales como leucemias en adultos y en la infancia, metastasis, autoinmunidad y
diversas infecciones viricas (Holstead Jones et al. 2002, Ann. Rheum. Dis. 61 (supl. Il): ii32-ii39); trastornos
osteopénicos tales como leucemia en adultos y en la infancia (Oliveri et al. 1999, Henry Ford Hosp. Med. 39:45-48);
infecciones cronicas tales como hepatitis C o por el VIH (Stellon et al. 1985, Gastroenterology 89: 1078-1083);
trastornos autoinmunitarios tales como diabetes mellitus (Piepkorn et al. 1997, Horm. Metab. Res. 29: 584-91) y
lupus eritematoso (Seitz et al. 1985, Ann. Rheum Dis. 44: 438-445), enfermedades alérgicas tales como asma
(Ebeling et al. 1998, J. Bone Min. Res. 13: 1283-1289), metastasis 6seas litica en multiples tipos de cancer tales
como cancer de mama (Coleman 1998, Curr. Opin. Oncol. 10 (supl. 1): 7-13); cancer de prostata; osteopatia por
mieloma (Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232); infecciones periodontales (Anandarajah y
Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232); hiperfosfatasia 6sea expansiva (Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell
Biochem. 97: 226-232); metastasis 6seas (Lewiecki 2006, Expert Opin. Biol. Ther. 6: 1041-1050; Anandarajah y
Schwarz 2006, J. Cell Biochem. 97: 226-232).

También se engloban dentro del alcance de la presente invencion la prevencion y/o el tratamiento con las
formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y los kits de la invencién de otras
enfermedades y trastornos asociados con un desequilibrio en la ruta de RANKL/RANK/OPG. Dichas enfermedades y
trastornos incluyen, pero no se limitan a, osteoporosis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
asma, artritis reumatoide, esclerosis multiple, mieloma multiple (Sordillo y Pearse 2003, Cancer 97 (3 supl.): 802-
812; Vanderkerken et al. 2003, Cancer Res. 63: 287-289); vasculopatias (Anandarajah y Schwarz 2006, J. Cell
Biochem. 97: 226-232) y enfermedades cardiovasculares (Lewiecki 2006, Expert Opin. Biol. Ther. 6: 1041-1050).

También se engloban dentro del alcance de la presente invencion la prevencion y/o el tratamiento con las
formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y los kits de la invencion de enfermedades
y trastornos asociados con osteopetrosis, tales como osteopetrosis tardia, osteopetrosis congénita y enfermedad de
los huesos de marmol.

Las formulaciones, los recipientes, las dosificaciones unitarias farmacéuticas y los kits de la presente invencion
también pueden utilizarse de forma ventajosa en combinaciéon con uno o mas tratamientos diferentes (por ejemplo,
uno o mas de otros agentes profilacticos o terapéuticos), preferentemente tratamientos utiles en la prevencion, el
tratamiento y/o el control de la (misma u otra) enfermedad o trastorno. Cuando se usan uno o mas tratamientos
distintos (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos), pueden administrarse por separado, en cualquier forma
apropiada y mediante cualquier via adecuada. Los agentes terapéuticos o profilacticos incluyen, pero no se limitan a,
moléculas pequefas, farmacos sintéticos, péptidos, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos (por ejemplo,
nucledtidos de ADN y ARN, incluyendo, pero sin limitarse a, secuencias de nucledtidos antisentido, triples hélices,
iARN y secuencias de nucledtidos que codifican proteinas, polipéptidos o péptidos biolégicamente activos),
anticuerpos, otros dominios variables individuales, moléculas inorganicas sintéticas o naturales, agentes miméticos y
moléculas organicas sintéticas o naturales. Puede usarse cualquier tratamiento (por ejemplo, agentes profilacticos o
terapéuticos) que se sabe que es Util, 0 que se ha usado o estd usandose actualmente para la prevencion, el
tratamiento y/o el control de uno o mas sintomas asociados con una enfermedad o un trastorno especifico, en
combinacién con las formulaciones de la presente invencion segun la invencion descrita en el presente documento.

Una formulacion de la invencién puede administrarse a un mamifero, preferentemente un ser humano,
simultaneamente con uno o mas tratamientos distintos (por ejemplo, uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos
distintos). El término “simultaneamente” no se limita a la administracion de agentes/tratamientos profilacticos o
terapéuticos exactamente al mismo tiempo, sino que mas bien quiere decir que la formulacién de la invencion y el
otro agente/el otro tratamiento se administran a un mamifero en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo de
manera que el polipéptido contenido en la formulaciéon puede actuar junto con el otro agente/el otro tratamiento para
proporcionar un mayor beneficio que si se administrara de otra manera. Por ejemplo, la formulacion de la invencién y
uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos distintos pueden administrarse al mismo tiempo o secuencialmente
en cualquier orden en diferentes momentos; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deberian
administrarse lo suficientemente cerca en el tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico o profilactico
deseado.
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Cuando se usan en combinacién con otros tratamientos (por ejemplo, agentes profilacticos y/o terapéuticos), las
formulaciones de la invencion y el otro tratamiento pueden actuar de manera aditiva o sinérgica. La invencion
contempla la administracion de una formulacion de la invencidon en combinacion con otros tratamientos (por ejemplo,
agentes profilacticos o terapéuticos) mediante la misma via o vias diferentes de administracion, por ejemplo, oral y
parenteral.

Se conocen diversos sistemas de administracion y pueden usarse para administrar la formulacion de la presente
invencion. Los procedimientos de administracion de formulaciones de la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y
preferentemente subcutanea), administracion epidural, administracion topica y administraciéon mucosa (por ejemplo,
vias intranasal y oral). En un modo especifico de realizacion, las formulaciones liquidas de la presente invencion se
administran por via subcutanea.

La invencién se describira ahora adicionalmente por medio de los siguientes aspectos y ejemplos preferentes no
limitativos:

ASPECTOS PREFERENTES (NO REIVINDICADOS)

1. Una formulacién, como una formulacién farmacéutica, que comprende un vehiculo acuoso, un tampoén y un
polipéptido que comprende uno o mas dominios variables individuales, estando formulada dicha formulacién para
administracion a un sujeto humano, en la que el polipéptido tiene una concentraciéon de al menos 30 mg/ml.

2. La formulacién del aspecto 1, en la que el polipéptido tiene una concentracién de al menos 60 mg/mi.
3. La formulacion del aspecto 2, en la que el polipéptido tiene una concentracion de al menos 80 mg/ml.
4. La formulacion del aspecto 3, en la que el polipéptido tiene una concentracion de al menos 100 mg/ml.

5. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 4, en la que el polipéptido comprende tres dominios
variables individuales.

6. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 5, en la que el polipéptido comprende al menos un
dominio variable individual que se dirige contra y/o se une especificamente a RANKL.

7. La formulaciéon de cualquiera de los aspectos 1 a 6, en la que el polipéptido comprende al menos un dominio
variable individual que se dirige contra y/o se une especificamente a HSA.

8. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 7, en la que el polipéptido comprende dos dominios
variables individuales dirigidos contra y/o que se unen especificamente a RANKL y un dominio variable individual
dirigido contra y/o que se une especificamente a HSA.

9. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 8, en la que el polipéptido es SEQ ID NO: 1.

10. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 9, en la que el polipéptido tiene un perfil de temperatura
de fusién bifasico en el que una Tm1 es de al menos 60 °C o mas, preferentemente al menos 61 °C o mas, mas
preferentemente al menos 62 °C o mas y Tm2 es de al menos 65 °C o mas, preferentemente al menos 66 °C o
mas, mas preferentemente al menos 67 °C o mas, como se mide mediante el ensayo de desplazamiento térmico
y/o calorimetria diferencial de barrido (DSC).

11. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 10, en la que el polipéptido es estable después de
multiples (hasta 10) ciclos de congelacion/descongelacion, determinandose dicha estabilidad mediante SE-
HPLC, IEX-HPLC, RP-HPLC, analisis de Biacore y/o ensayo de potencia.

12. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 11, en la que el polipéptido es estable durante el
almacenamiento a una temperatura de -20 °C+5 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6
meses, al menos 9 meses, al menos 1 afo, 1,5 afios o incluso 2 afios o mas), determinandose dicha estabilidad
mediante SE-HPLC y/o RP-HPLC.

13. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 12, en la que el polipéptido es estable durante el
almacenamiento a una temperatura de 2 C°-8 °C hasta al menos 3 meses (preferentemente al menos 6 meses,
al menos 9 meses, al menos 11 meses, al menos 1 afio, 1,5 afios o incluso 2 afios o mas), determinandose dicha
estabilidad mediante SE-HPLC, RP-HPLC y/o ensayo de potencia.

14. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 13, en la que el polipéptido es estable durante el
almacenamiento a una temperatura de 25 °C+5 °C hasta al menos 6 semanas, determinandose dicha estabilidad
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mediante SE-HPLC, RP-HPLC, ensayo de potencia y/o SDSPAGE.

15. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 14, en la que el polipéptido es estable durante el
almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas, determinandose dicha estabilidad
mediante SE-HPLC, RP-HPLC, ensayo de potencia y/o SDSPAGE.

16. La formulacién del aspecto 15, en la que el polipéptido es estable durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 4 semanas.

17. La formulacién del aspecto 16, en la que el polipéptido es estable durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 6 semanas.

18. La formulacién del aspecto 17, en la que el polipéptido es estable durante el almacenamiento a una
temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 8 semanas.

19. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 11 a 18, en la que menos de un 10 % de los polipéptidos
forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal durante el almacenamiento, midiéndose el % de
piroglutamato mediante RP-HPLC.

20. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 15 a 19, en la que menos de un 10 % de los polipéptidos
forma piroglutamato en el acido glutamico N-terminal durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C+5 °C, midiéndose el % de piroglutamato mediante RP-HPLC.

21. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 11 a 18, en la que menos de un 25 % de los polipéptidos
forma dimeros durante el almacenamiento, midiéndose el % de dimeros mediante SE-HPLC

22. La formulacion del aspecto 21, en la que menos de un 15 % de los polipéptidos forma dimeros.

23. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 15 a 18 y/o 21 a 22, en la que menos de un 25 % de los
polipéptidos forma dimeros durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C, midiéndose el % de
dimeros mediante SE-HPLC.

24. La formulacion del aspecto 23, en la que menos de un 15 % de los polipéptidos forma dimeros.

25. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 24, que no muestra la formacién de agregados, como
se mide mediante ultracentrifugacion analitica y/o dispersion dinamica de la luz.

26. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 25, en la que al menos un 80 % de los polipéptidos
conserva su actividad de uniéon a RANKL tras el almacenamiento en comparacion con la actividad de unién antes
del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

27. La formulacion del aspecto 26, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
unién a RANKL tras el almacenamiento en comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento,
midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

28. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 25, en la que al menos un 80 % de los polipéptidos
conserva su actividad de uniéon a HSA tras el almacenamiento en comparacion con la actividad de unién antes
del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

29. La formulacion del aspecto 28, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
unién a HSA tras el almacenamiento en comparacién con la actividad de unién antes del almacenamiento,
midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

30. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 29, en la que al menos un 80 % de los polipéptidos
conserva su actividad de union a RANKL y HSA tras el almacenamiento en comparacion con la actividad de
unién antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

31. La formulacion del aspecto 30, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
union a RANKL y HSA tras el almacenamiento en comparacién con la actividad de union antes del
almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

32. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 15 a 18 y/o 26 a 31, en la que al menos un 80 % de los

polipéptidos conserva su actividad de unién a RANKL tras el almacenamiento a 37+5°C en comparacién con la
actividad de unién antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.
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33. La formulacién del aspecto 32, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
unién a RANKL tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C en comparaciéon con la actividad de unién antes del
almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

34. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 15 a 18 y/o 26 a 33, en la que al menos un 80 % de los
polipéptidos conserva su actividad de unién a HSA tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C en comparacioén con la
actividad de unién antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.
35. La formulacion del aspecto 34, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
unién a HSA tras el almacenamiento a 37 °Ct5 °C en comparaciéon con la actividad de unién antes del
almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

36. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 15 a 18 y/o 26 a 35, en la que al menos un 80 % de los
polipéptidos conserva su actividad de union a RANKL y HSA tras el almacenamiento a 37 °C+5°C en
comparacion con la actividad de unién antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante
ELISA y/o Biacore.

37. La formulacion del aspecto 36, en la que al menos un 90 % de los polipéptidos conserva su actividad de
union a RANKL y HSA tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C en comparacion con la actividad de unién antes del
almacenamiento, midiéndose dicha actividad de unién mediante ELISA y/o Biacore.

38. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 37, en la que el dominio variable individual es estable
bajo estrés mecanico.

39. La formulacion del aspecto 38, en la que el estrés mecanico se selecciona entre remover durante de 10 s a 1
min, empujar a través de una aguja (25 G, preferentemente 26 G, mas preferentemente 27 G, incluso mas
preferentemente 28 G, lo mas preferentemente 29 G o mas) con una jeringuilla, hacer rotar durante dos dias a
10 rpm, y agitar durante 1 hora a temperatura ambiente y 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal como 50 rpm,
100 rpm o mas).

40. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 1 a 39, que tiene un pH en el intervalo de 5,5-7,0.

41. La formulacion del aspecto 40, en la que el tampoén es un tampén fosfato o un tampén acetato.

42. La formulacion del aspecto 41, en la que el tampoén esta a una concentracion de 10 mM.

43. La formulacion del aspecto 40 a 42, que tiene un pH de aproximadamente 5,5.

44. La formulacion del aspecto 43, en la que el tampoén es un tampoén acetato a una concentracion de 10 mM.

45, La formulacion del aspecto 40 a 42, que tiene un pH de aproximadamente 7,0.

46. La formulacion del aspecto 45, en la que el tampoén es un tampdn fosfato a una concentracion de 10 mM.

47. La formulacion de cualquiera de los aspectos 19 6 20, que tiene un pH de 5,5 0 7,0.

48. La formulacion del aspecto 47, en la que el tampoén es acetato o fosfato a una concentracién de 10 mM.

49. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 21 a 24, que tiene un pH de 5,5 0 7,0.

50. La formulacién del aspecto 49, en la que el tampdn es acetato o fosfato a una concentracion de 10 mM.

51. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 26 a 37, que tiene un pH de 5,5 0 7,0.

52. La formulacién del aspecto 51, en la que el tampdn es acetato o fosfato a una concentracion de 10 mM.

53. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 52, en la que el vehiculo acuoso es agua destilada.

54. La formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 53, en la que el vehiculo acuoso es agua de calidad
MilliQ o agua para inyectables (API).

55. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 54, que es isotonica o ligeramente hipotonica.

56. La formulacion del aspecto 55, que tiene una osmolalidad de 290 + 60 mOsm/kg.
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57. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 55 o 56, que comprende ademas una sal.
58. La formulacion del aspecto 57, en la que la sal es NaCl.

59. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 57 o 58, en la que la sal estd a una concentracion de
aproximadamente 100 mM.

60. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 57 o 58, en la que la sal estd a una concentracion de
115 mM.

61. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 60, que comprende ademas un tensioactivo.
62. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 38 o 39, que comprende un tensioactivo.

63. La formulacién de uno cualquiera de los aspectos 61 0 62, en la que el tensioactivo esta a una concentracion
de hasta un 0,01 %.

64. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 61 a 63, en la que el tensioactivo es Tween20 o Tween80.

65. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 61 a 64, en la que el tensioactivo es Tween80 a una
concentraciéon de un 0,01 % (v:v).

66. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 65, en la que
- menos de un 10 % del polipéptido forma piroglutamato en el acido glutdmico N-terminal durante el
almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas, midiéndose el % de

piroglutamato mediante RP-HPLC;

- menos de un 25 % del polipéptido forma dimeros durante el almacenamiento a una temperatura de
37 °C45 °C hasta al menos 2 semanas, midiéndose el % de dimeros mediante SE-HPLC;

- al menos un 80 % del polipéptido conserva su actividad de unién a al menos una de su dianas después del
almacenamiento a 37 °C+5 °C hasta 6 semanas en comparacion con la actividad de unién antes del
almacenamiento, midiéndose dicha actividad de union mediante ELISA y/o Biacore; y/o
- el polipéptido es estable durante el estrés mecanico.
67. La formulacion de uno cualquiera de los aspectos 1 a 66, que comprende:
- 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1;
- 10 mM de hidrogenofosfato de disodio (NazH2PO,);
- 115 mM de cloruro de sodio (NaCl);
- Tween80 al 0,01 Y%(v:v).

68. Un procedimiento para la preparacion de una formulaciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 67, que
comprende la etapa de concentrar el polipéptido con SEQ ID NO: 1 e intercambiarlo con un tampén.

69. Una formulacién que se produce liofilizando la formulacién de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1
a67.

70. Procedimiento para la preparacion de la formulacién liofilizada de la reivindicaciéon 69, que comprende la
etapa de secar por congelacion una disoluciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 67.

71. Una formulacién que se produce secando por pulverizacion la formulacion de acuerdo con uno cualquiera de
los aspectos 1 a 67.

72. Procedimiento para la preparaciéon de la formulacion secada por pulverizaciéon de la reivindicacion 71, que
comprende la etapa de secar por pulverizacién una disoluciéon de uno cualquiera de los aspectos 1 a 67.

73. Un recipiente sellado que contiene una formulacién de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 67, 69
ylo 71.

74. Una forma de dosificacion unitaria farmacéutica adecuada para la administracién parenteral a un ser humano,
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que comprende una formulacion de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 67, 69 y/o 71 en un
recipiente adecuado.

75.La forma de dosificacién unitaria farmacéutica de la reivindicacién 74, que es adecuada para la
administracion subcutanea.

76. Un kit que comprende uno o mas de los recipientes sellados de acuerdo con el aspecto 73 y/o formas de
dosificaciéon unitaria farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 74 o 75, e instrucciones para el
uso de la formulacion.

77. La formulacion, recipiente, dosificacion unitaria farmacéutica o kit de acuerdo con uno cualquiera de los
aspectos anteriores para su uso en tratamiento.

78. Procedimiento para la prevencion y/o tratamiento de una o mas enfermedades y/o trastornos éseos, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesita una formulacién de acuerdo con uno cualquiera de los
aspectos 1 a 67,69 0 71.

79. Procedimiento de la reivindicacion 78 en la que la enfermedad y/o trastorno éseo es osteoporosis,
osteopatias relacionadas con cancer, y/o pérdida 6sea asociada con autoinmunidad y/o infeccion virica.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materiales y procedimientos usados en el estudio

1.1. Dominios variables individuales

RANKLOO8a (SEQ ID NO: 1; EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYPMGWFRQAPGKGREFV
SSITGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAAYIRPDTYLSRDYRKYDYWGQGTLVTVS
SGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSV
KGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGFTFSSYPMGWFRQAPGKGREFVSSITGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTA
VYYCAAYIRPDTYLSRDYRKYDYWGQGTLVTVSS) se ha descrito como SEQ ID NO: 759 en el documento WO
2008/142164. RANKL008a es un nanocuerpo biespecifico trivalente que consiste en tres dominios variables
humanizados de un anticuerpo de llama de cadena pesada, de los que dos subunidades idénticas son especificas
para la union a RANKL, mientras que la subunidad restante se une a HSA. Las subunidades se fusionan de cabeza
a cola con un enlazador G/S en el siguiente formato: RANKL13H5-9GS-Alb8-9GS-RANKL13H5.

Se expres6 RANKLOO8a en Pichia pastoris y se purific6 sobre SP Sepharose como etapa de captura y un filtro Q
como etapa de pulido o sobre SP Sepharose como etapa de captura y Capto mMC como etapa de pulido (GE
Healthcare Life Sciences). La concentracion del nanocuerpo y el cambio de tampén a PBS, 10 mM de fosfato +
100 mM de NaCl o 10 mM de fosfato + manitol al 5 % se realizaron mediante UF/DF (Sartorius Hidrosart Sartocon
Slice 200, 10 kDa). Se llevé a cabo una filtraciéon final a 0,22 um. En la tabla 1 se facilita un resumen de los
diferentes lotes.

Se usaron o bien el lote P#270308nr1 o bien las muestras no sometidas a estrés de los diferentes lotes facilitados en
la tabla 1 como material de referencia a lo largo de los diferentes experimentos.

1.2. Otros reactivos criticos

En la tabla 2 se facilitan los reactivos usados en el estudio.

1.3. Equipo para las mediciones y ensayos analiticos

Se llevaron a cabo experimentos de HPLC en un instrumento de la serie Agilent 1200 de Agilent Technologies (Palo
Alto, EE. UU.). Las columnas usadas fueron:

e RP-HPLC: Zorbax 300SB-C3 de 5 micrometros, 4,6 x 150 mM (Agilent, n.° cat. 883995-909, n.° de serie
USKD001612)

e SE-HPLC: TSKgel G2000SWx_ (Tosoh Bioscience, Japon); columna de guarda de TSKgel (SWXL n.°
SWXNO0676)

e |EX-HPLC: Columna Dionex ProPac WCX-10; columna de guarda ProPac WCX 10G

Se realizaron las mediciones de la cantidad de RANKLOO8a con un espectrofotometro Uvikon 943 (Kontron
Instruments) a A278 nm.
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Se midié la distribucién de tamafio de particula en un contador de particulas SVSS-C de PAMAS (PArtikelMess- und
AnalyseSysteme GMBH).

Para la medicion de actividad de union a HSA y RANKL se us6 Biacore 3000 (GE Healthcare). Se determind la
potencia usando dos ensayos basados en ELISA.

Para la liofilizacion se uso6 el secador por congelacion Epsilon 2-4 de Martin Christ (Osterode am Harz, Alemania).
Se realiz6 la medicidon de osmolalidad con un osmémetro modelo 3320 de Advanced Instruments.

Se llevo a cabo la ultracentrifugacion analitica y la dispersion dinamica de la luz por Nanolytics GmbH (Potsdam,
Alemania) como se describe adicionalmente.

1.4. ELISA de inhibicién para la medicién de la potencia de RANKL

RANKLOO8a interacciona con el ligando del activador del receptor humano (soluble) del factor nuclear-kappa B
(RANKL) y bloquea la interaccion de este ligando con su activador del receptor humano del factor nuclear-kappa B
(RANK), impidiendo de ese modo la sefializacion a través de este receptor. Se midié la potencia de RANKL0O8a
mediante un ensayo de inhibicion basado en ELISA que permitié evaluar la potencia relativa de los restos de unién a
RANKL de un lote desconocido de RANKLO008a en relacion con un lote de referencia.

Para las muestras de referencia, control y problema, se prepararon diferentes diluciones de nanocuerpos. Se
preincubaron estas diluciones con una cantidad constante de 5 ng/ml de RANKL soluble y una cantidad constante de
200 ng/ml de RANK-Fc. Posteriormente, se transfirié esta mezcla a una placa de microtitulacion recubierta con un
nanocuerpo PMPO02 anti-Fc no bloqueante. Después de lavar, se detecté RANKL unido residual con un anticuerpo
biotinilado anti-RANKL humano, seguido por deteccidon con estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano
pricante (HRP).

Se analizé la potencia relativa de las muestras problema en comparacion con las muestras de referencia mediante el
uso del software PLA 2.0 (Stegmann Systems).

1.5. ELISA para la unién a HSA

Se midié la potencia relativa del resto de unién a HSA en RANKL0O08a mediante un ELISA. En resumen, se recubrid
HSA sobre una placa de ELISA Maxisorp de multiples pocillos de plastico mediante adsorcién. Después de bloquear
los sitios de unién en exceso en las placas con Superblock T20, se aplicé sobre la placa una serie de diluciones de
las muestras de referencia, de control y problema. Se midieron los duplicados y cada duplicado se evalué en una
placa diferente. Posteriormente, se detectd el nanocuerpo unido usando un nanocuerpo antinanocuerpo bivalente,
directamente conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP). En presencia de H,O, esta peroxidasa cataliza
una reaccion quimica con el sustrato tetrametilbencidina (TMB) que da como resultado la formacién de un color. Se
detuvo la reaccion afiadiendo HCI 1 N. Se midi6 la densidad éptica del color formado a una longitud de onda de
450 nm en un espectrofotémetro de placa.

Se analizé la potencia relativa de las muestras problema en comparacion con las muestras de referencia mediante el
uso del software PLA 2.0 (Stegmann Systems).

1.6. Ensayo de pureza de RANKL008a mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento de exclusién por
tamario (SE-HPLC)

El ensayo de SE-HPLC consistia en una columna de gel de silice TSKgel G2000SWx_ preempaquetada equipada
con un filtro de precolumna de columna de guarda, una fase movil que consistia en KCI, NaCl y tampon fosfato pH
7,2 (D-PBS) y deteccion UV a A280 nm. Se expreso la cantidad relativa de impureza proteica especifica como un %
del area, y se calculd dividiendo el area de pico correspondiente a la proteina o impureza proteica especifica entre el
area integrada total.

1.7. Ensayo de pureza de RANKL008a mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento de fase reversa (RP-

HPLC)

En el ensayo de RP-HPLC, se us6 una columna Zorbax 300SB-C3 (Agilent Technologies, Palo Alto, EE. UU.). Se
determiné la cantidad relativa de una impureza proteica especifica midiendo la absorbancia de luz de los
componentes que eluian de la columna de RP-HPLC. Se confirmé la identidad del nanocuerpo RANKLO008a
comparando el tiempo de elucién relativo a partir de la columna de RP-HPLC. Se calculé la cantidad relativa de una
impureza proteica especifica, expresada como un % del area, dividiendo el area de pico correspondiente a la
impureza entre el area integrada total.
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1.8. Ensayo de pureza de RANKL008a mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento de intercambio i6nico

(IEX-HPLC)

El ensayo de IEX-HPLC combinaba el uso de una columna de intercambio catiénico débil Dionex ProPac WCX-10
preempaquetada, una fase movil que consistia en tampén citrato pH 5,5 y deteccion UV a A280 nm. Después de
cargar la(s) proteina(s) en la columna, se eluyeron los materiales unidos mediante un gradiente de cloruro de sodio.
Se calcul6 la cantidad relativa de la proteina, la variante o las impurezas especificas expresadas como un % del
area dividiendo el area de pico correspondiente a la proteina especifica o a cualquier impureza proteica entre el area
total de todos los picos integrados.

1.9. Medicién de la afinidad en Biacore

En primer lugar, se inmovilizé un chip con RANKL o HSA (acoplamiento de aminas usando el kit de acoplamiento de
aminas Biacore). Después de una etapa de acondicionamiento previo de 5 inyecciones de RANKL008a, se diluyeron
todas las muestras hasta 2,5 nM por triplicado y se analizaron sobre el chip. Se incluyé un control de calidad de los
chips usando la muestra de referencia en el experimento para detectar cualquier pérdida de actividad o disminucién
de la respuesta (deterioro del chip). Se determinaron las pendientes usando el procedimiento de ajuste general y el
modelo de ajuste lineal (software BlAevaluation). Para determinar la tasa de union inicial (IBR), se selecciond la
pendiente entre 5 s y 30 s. Se transfirieron los valores de estas pendientes a Excel y se determiné el porcentaje de
actividad en comparacién con el RANKL008a de referencia.

1.10. Medicién de la distribucién de tamafio de particula (recuento de particulas subvisibles)

Se analizaron las diferentes muestras usando un analizador de distribucién de tamafio de particula, el instrumento
(SVSS)-C (sistema de jeringuilla de volumen pequefio-C) de PAMAS. Usa el principio de oscurecimiento de la luz
para detectar particulas subvisibles en el intervalo de tamafio de 1 um-200 pum.

Se realizaron las mediciones en el contador de particulas SVSS-C de PAMAS tal como sigue: Se diluyeron 100 pl de
muestra 1/10 en 1 ml de agua MilliQ y se realizaron 10 mediciones consecutivas en los 16 canales (conjunto de
diametros de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 25, 50, 100, 150 y 200 um). Para el calculo del valor promedio, se
excluyeron las 2 primeras mediciones y se tuvo en cuenta el factor de dilucion. Los resultados se facilitan como
datos acumulativos (recuentos de particulas totales >x um) o datos diferenciales (recuentos de particulas totales de
diametro entre x e y um). Solo se presentan los datos acumulativos.

Ejemplo 2: Efecto de un ciclo de congelaciéon/descongelacion (C/D) sobre la estabilidad del nanocuerpo

Se formul6 RANKL008a P#110708 en diferentes tampones (véase la vision general en la tabla 3) a o bien 63 mg/ml,
una concentracion que es compatible con la administracion s.c. a 3 mg/kg, o 30 mg/ml. Se someti6 la formulacién a
un ciclo de congelacion (-20 °C) y descongelacion (temperatura ambiente) y se analizd6 mediante SE-HPLC y RP-
HPLC.

No hubo ningun efecto aparente de un ciclo de C/D sobre la estabilidad de RANKLOO8a en las diferentes
condiciones de tampén: un C/D no provoco ninguna diferencia en el tiempo de retencion, altura del pico, area de
pico y aspecto del pico en los cromatogramas obtenidos mediante SE-HPLC y RPHPLC (datos no mostrados).

Ejemplo 3: Estudio de estabilidad a 5 °C

Se formulé RANKLOO8a en los mismos tampones tal como se resume en la tabla 3 y se almacenaron varias
alicuotas a 5 °C para comparar la estabilidad a largo plazo de las diferentes formulaciones liquidas. Las muestras
que se incubaron durante 2 semanas y 3 meses (12 semanas) se analizaron mediante SE-HPLC, RP-HPLC y
ensayo de potencia. Los datos después de 3 meses de incubacion se muestran en la figura 1 (SE-HPLC), figura 2
(RP-HPLC) y tabla 4 (potencia).

No hubo cambios significativos en los perfiles de potencia, SE-HPLC y RP-HPLC entre el material de referencia y
todas las muestras almacenadas a 5 °C. En el analisis mediante SE-HPLC, se observd un descenso muy pequefio
del area de superficie del pico principal en todos los tampones, mientras que hubo un aumento menor en las areas
de superficie del pico previo y del pico posterior 2. El area de superficie del pico previo en el perfil de la RP-HPLC
estaba ligeramente aumentada en todos los tampones excepto en acetato, mientras que hubo un pequefio aumento
en el pico posterior que corresponde a la variante de piroglutamato en todas las condiciones de tampén.

Ejemplo 4: Estudio de estabilidad a 37 C
Se formul6 RANKLO0O8a en los mismos tampones como se resume en la tabla 3 y se almacenaron varias alicuotas a

37 °C para un estudio de estrés en condiciones aceleradas. Se analizaron muestras a intervalos de tiempo regulares
mediante SE-HPLC, RP-HPLC, IEXHPLC, ensayos de potencia, Biacore y SDS-PAGE.
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4.1. Analisis mediante SE-HPLC

Después de 2 semanas de almacenamiento, el analisis de las muestras mediante SE-HPLC mostré un hombro que
aparecio en el pico principal en todas las condiciones de tampdn. El hombro fue mas evidente en tampoén PBS y a
mayor concentracion de proteina. Después de 3 semanas de incubacion, el hombro se resolvio a partir del pico
principal en un pico previo. El pico previo representaba con mayor probabilidad una forma dimérica/oligomérica de
RANKLOO8a que se estaba formando tras el almacenamiento a temperatura elevada. La figura 3 muestra una
superposicion con el marcador de filtracion en gel. La variante de alto peso molecular se eluy6 a un PM aproximado
de 44 kDa. Teniendo en cuenta la naturaleza “pegajosa” del RANKLO0O8a nativo, esto podria corresponder a una
forma dimérica de RANKL0O8a. Esta hipétesis se corroboré mediante los datos del AUC presentados en el ejemplo
8.

El area de superficie del pico del pico previo aumentd con el tiempo de almacenamiento (figura 4) y se acompaiié de
una disminucién concomitante del area de superficie del pico principal. La formacién de dimeros fue dependiente de
la concentracion y el area de superficie del pico previo fue mayor para RANKL008a a 63 mg/ml en comparacién con
30 mg/ml en todos los tampones (figura 5). La cinética de formaciéon de dimeros parecié ser similar en todas las
condiciones del tampdn. Sin embargo, la propension a formar dimeros fue mayor en tampén PBS que en tampdn
fosfato o acetato (figuras 6 y 7). Tween80 no tiene efecto aparente en la prevencion de la dimerizacion (figura 7).

Hubo dos picos posteriores menores que se formaron, que con mayor probabilidad representan productos de
degradacion de RANKLOO8a. El area de superficie de estos picos posteriores aumento algo a lo largo del tiempo,
manteniéndose en su valor mas bajo en tampén acetato, pH 5,5. En total, solo hubo una degradacién minima de
RANKLO0O8a después de 8 semanas a 37 °C (véase también el analisis mediante SDS-PAGE en la seccion 4.6).

4.2. Analisis mediante RP-HPLC

Los perfiles de RP-HPLC en el punto temporal a las 0 semanas incluyeron un pico principal y dos picos posteriores.
El pico principal tenia un hombro que eluy6 antes del material principal y su area de superficie permanecié sin
cambios tras el almacenamiento. El pico posterior 1 correspondié a una variante que contenia piroglutamato de
RANKLOO8a y comprendia aproximadamente un 2-3 % del area integrada total en RANKLOO8a no sometido a
estrés. El pico posterior 2 representé la variante con un puente disulfuro ausente en el elemento estructural de unién
a RANKL como se describe adicionalmente en la solicitud PCT PCT/EP2010/055916 presentada por Ablynx N.V. el
30 de abril de 2010 titulada “Method for the production of variable domains”. Este pico posterior habia desaparecido
por completo en todas las condiciones de tampdn después de 2 semanas a 37 °C (la oxidacion procede mas rapido
a temperatura elevada).

El area de superficie del pico correspondiente al pico de piroglutamato aumentd con el tiempo de almacenamiento
(figura 8) y se acompafio de una disminucion concomitante del area de superficie del pico principal. El area total
permanecio sin cambios.

Después de 2 semanas de almacenamiento, se formé un pico previo del pico principal en todas las condiciones de
tampdn. En este momento, la identidad de esta variante es desconocida. El area de superficie aumentd con un
tiempo de incubacion prolongado, fue maximo en PBS y tampon fosfato, y parecid ser independiente de la
concentracion.

También hubo un aumento dependiente del tiempo de algunos picos menores a Rt 8-9 min, que representaban los
fragmentos de degradacion. El area de superficie de estos picos fue minimo en tampdn acetato, pH 5,5
(constultense. datos de SE-HPLC en 4.1).

En general, las cantidades relativas del pico previo y el pico de piroglutamato fueron minimas en tampén acetato, pH
5,5.

4.3. Analisis mediante IEX-HPLC

El perfil de IEX-HPLC de RANKLO0O8a en los diferentes tampones a las 0 semanas consistié en un Unico pico que
contenia un hombro (elucién tras el pico principal). En algunas ejecuciones de IEX-HPLC, el hombro no se resolvié
bien y entonces fue visible como asimetria del pico principal. El area de superficie del hombro no parecio variar tras
el almacenamiento a 37 °C (datos no mostrados).

Después de 2 semanas de almacenamiento, aparecié un gran pico posterior en todas las condiciones de tampon. El
area de superficie del pico posterior fue maxima en tampén PBS y aumentd con el tiempo de almacenamiento y
concentracion de proteina. El pico posterior en IEX-HPLC puede representar RANKL0O8a dimérico que tiende a
estar cargado de manera diferente que la proteina monomérica.

Después de 8 semanas de almacenamiento, aparecié un pequefio pico posterior en los diferentes tampones. El area
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de superficie fue menor en tampoén acetato y algo mayor a mayor concentracion de proteina. La identidad de este
pico aun se desconoce (figura 9).

4.4. Ensayos de potencia

Se determiné la potencia de las diferentes muestras en el ensayo de unién a HSA y el ensayo de inhibicion de
RANKL como se describe en el ejemplo 1. Las potencias relativas en comparacion con el lote de referencia
(P#270308) obtenidas para las diferentes muestras se muestran en la tabla 5.

En todas las muestras, se observé un descenso gradual en actividad de union a HSA en funcion del tiempo de
almacenamiento. La pérdida de actividad fue mas pronunciada a mayor concentracion de proteina. Después de 8
semanas de almacenamiento, parecié haber una pequefia pérdida de actividad de unién a RANKL en las muestras
formuladas a 63 mg/ml.

4.5. Ensayo de Biacore

Para confirmar los resultados obtenidos mediante el ensayo de potencia, la funcionalidad de las muestras de
estabilidad de RANKLO08a se determind usando un ensayo de IBR/funcionalidad en HSA y RANKL (Biacore). El %
de actividad se calcul6 en relacion con las muestras no sometidas a estrés (0 semanas). Todos los analisis se
realizaron por triplicado y los resultados se muestran en la figura 10.

El experimento de Biacore confirmo los resultados del ensayo de potencia con respecto a la pérdida de actividad de
union a HSA. La caida en la actividad parecié ser mayor en tampén PBS y en las muestras a la mayor concentracion
(63 mg/ml). Por otra parte, la potencia de RANKL permanecio sin cambios segun los datos de Biacore.

4.6. Analisis mediante SDS-PAGE

Se cargaron 5 pg de las diferentes muestras sometidas a estrés a 63 mg/ml y de las muestras sometidas a un ciclo
de congelacién-descongelacion en SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. Se tifieron los geles con
la tincion de proteina IR de Krypton durante 1 hora y se sometieron a barrido con el sistema de captura de imagenes
en infrarrojo Odyssey (Li-Cor Inc.).

Los resultados se resumen en la figura 11. En general, la cantidad de productos de degradacién aument6 con el
tiempo de incubacion y fue minimo en tampdn acetato < fosfato < PBS. Son visibles dimeros potenciales en los
geles a partir de las muestras en PBS.

Ejemplo 5: Estudio de estabilidad a -20 °C

Se almacenaron muestras formuladas en los diferentes tampones (tabla 3) durante 3 meses a -20 °C y se analizaron
mediante SE-HPLC y RP-HPLC. Los perfiles de HPLC fueron idénticos entre el lote de referencia y el material
almacenado durante 3 meses. No estaban formandose nuevos picos (datos no mostrados).

Ejemplo 6: Estudio de estabilidad de congelaciéon-descongelacion (C/D)

Se realizé un estudio de estabilidad a la congelacion-descongelacion para determinar el efecto de la congelacion y
descongelacion repetitivas sobre la recuperacion, la estabilidad fisica y la estabilidad quimica de RANKL008a. Se
realizaron dos estudios diferentes usando el lote P#040908nr1, que se formulé a 60 mg/ml en cuatro tampones
diferentes (figura 12). En el primer estudio, se sometieron las diferentes muestras a 5 ciclos de C/D a -20 °C,
seguido por otros 5 ciclos de C/D (10 ciclos de C/D en total). En el segundo estudio, se sometié el material a 2 ciclos
a -80 °C seguido por 1 ciclo a -20 °C y, después, 5 ciclos a -20 °C (6 ciclos de C/D a -20 °C en total).

Se define un ciclo de congelacion-descongelacion (C/D) por la congelacion de la muestra durante 1 hora en un
congelador (-20 °C) o ultracongelador (-80 °C) seguido por la descongelacion a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se compararon las muestras sometidas a estrés con material de referencia (almacenado a 4 °C) usando
SE-HPLC, RP-HPLC, IEX-HPLC, Biacore y el ensayo de potencia (tabla 6).

Someter RANKLOO8a a hasta 10 ciclos de C/D no tuvo un efecto visible sobre su estabilidad y potencia. No hubo
diferencias evidentes en estabilidad y potencia entre los diferentes tampones.

Los perfiles de SE-HPLC, RP-HPLC e IEX-HPLC fueron idénticos entre los lotes de referencia y el material sometido
a multiples ciclos de congelacion-descongelacion. No hubo ninguna disminucion en el area de superficie total y no
estaban formandose nuevos picos (datos no mostrados).

El analisis mediante Biacore y el ensayo de potencia no indicaron pérdida de actividad después de la congelacion y
descongelacion repetitivas.
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Ejemplo 7: Liofilizacion de las diferentes formulaciones de nanocuerpos

Se realizaron experimentos de liofilizacion con RANKL008a a ~60 mg/ml en 6 formulaciones diferentes (tabla 7). Se
secaron por congelacion 300 ul de cada muestra usando el programa como se muestra en la tabla 8. Se obtuvieron
tortas de liofilizacion solidas y uniformes en todas las condiciones de tampén. Se reconstituyd RANKLO08a liofilizado
en 300 ul de agua MilliQ y se analizé6 mediante A278 SE-HPLC (figuras 13 y 14), RP-HPLC (figura 15), Biacore
(figura 16) y ensayo de potencia (tabla 9). También se puso una alicuota de 100 pl en almacenamiento a 37 °C para
los ensayos de estabilidad del producto liofilizado y se analiz6 mediante SE-HPLC y RP-HPLC en los puntos
temporales a las 2 y 4 semanas.

Después de 2 semanas de almacenamiento a 37 °C, el analisis mediante SE-HPLC mostré un pico previo que con
mayor probabilidad representaba RANKL0O8a dimérico. Este pico fue mas evidente en tampdn acetato (figura 13) y
aumento a lo largo del tiempo en todas las condiciones de tampon (figura 14). Un pico previo adicional estaba
presente con un tiempo de retencion de 34,4 minutos, que puede corresponder a agregados de mayor peso
molecular de RANKLOO08a. Estos agregados aun no se han observado en muestras de RANKL0O08a sometidas a
estrés que no se liofilizaron. Parece no haber un efecto evidente de Tween80 en la prevencién de la formacién de
agregados (figura 14).

Hubo dos picos posteriores menores que se formaron, que con mayor probabilidad representan productos de
degradacion de RANKLOO8a. El area de superficie de estos picos posteriores aumento algo a lo largo del tiempo,
manteniéndose en su menor valor en tampoén acetato, pH 5,5. En total, solo hubo una degradacion minima de
RANKLO0O8a después de 4 semanas a 37 °C.

En el analisis mediante RP-HPLC el area de superficie del pico de piroglutamato aumenté con el tiempo de
almacenamiento y fue mayor en tampon fosfato que en tampoén acetato (figura 15). Después de 2 semanas de
almacenamiento a 37 °C, se formd un pequefio pico previo del pico principal en todas las condiciones de tampdn
(datos no mostrados). En este momento se desconoce la identidad de esta variante. A las 4 semanas de
almacenamiento a 37 °C, hubo un ligero aumento de algunos picos menores a Rt 8-9 min, que representa
fragmentos de degradacion.

Las diferentes muestras de RANKLOO8a liofilizado se disolvieron de manera muy eficaz en el tampon de
reconstitucion (MQ).

No se observaron diferencias significativas en concentracion de proteina tras la reconstitucion. Esto también se
confirmoé mediante las recuperaciones en RP-HPLC y SE-HPLC. No hubo o solo hubo modificaciones o cambios
muy pequeiios en la potencia (figura 16, tabla 9), incluso en ausencia de Tween80.

No hubo particulas visibles ni precipitacion en los productos reconstituidos. El almacenamiento a temperatura
elevada indujo la formacion de dimeros, que también se observaron para RANKL008a no liofilizado, asi como muy
pequefias cantidades de agregados de mayor peso molecular.

Ejemplo 8: Mediciones de agregados usando procedimientos hidrodinamicos y termodinamicos

Se verifico la presencia de agregados potenciales en muestras no sometidas a estrés y sometidas a estrés (37 C) a
>60 mg/ml y en ausencia de Tween80 mediante ultracentrifugacion analitica (AUC) y dispersion dinamica de la luz
(DLS). Mas especificamente, el objetivo del estudio era detectar la presencia de cualquier autoasociacion reversible
y/o agregados irreversibles.

Se llevo a cabo el estudio por Nanolytics GmbH (Potsdam, Alemania). Se examind el comportamiento de agregacion
de muestras de RANKL008a mediante mediciones de la velocidad de sedimentacién. Se realizaron experimentos
iniciales con las muestras sin diluir (63 mg/ml). Debido a la no idealidad observada en esta concentracion se
diluyeron muestras hasta 1 mg/ml en cada tampoén de formulaciéon que se comparé (PBS, frente a fosfato frente a
tampon acetato) y se volvi6 a examinar. A estas concentraciones la influencia de la no idealidad era lo
suficientemente pequefia como para ignorarla. Se realizaron experimentos a 20 °C en una ultracentrifuga analitica
XL-I de Beckman Coulter usando las 6pticas de interferencia (muestras a concentracion elevada; mediciéon a
675 nm) o las opticas de absorcion (A278 nm) para las muestras de menor concentracion. Se llevaron 400 pl
muestras a piezas centrales de (12 o 1,5) mM de longitudes de camino éptico y se centrifugaron a 50 krpm. Para el
calculo de la distribucion del coeficiente de sedimentacion se traté la proporcion de la friccion como parametro de
ajuste. Se realizd la cuantificacion de los agregados en las muestras diluidas. Experimentos de equilibrio de
sedimentacion adicionales revelaron que el dimero es irreversible.

Se realiz6 la dispersion dinamica de la luz con un laser de luz roja (641 nm) a angulos de dispersion de 30°y 90° o
con un laser de luz azul (402 nm) a un angulo de dispersion de 20°. Se supuso que el volumen especifico parcial de
la proteina era de 0,72 ml/g.

Las conclusiones principales del estudio fueron que una preparacioén purificada de RANKL008a no sometida a estrés

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2617 180 T3

es pura y monomeérica, y que la disoluciéon es monodispersa:

- Experimentos de velocidad de sedimentacion mostraron que no estaban presentes cantidades significativas de
agregados o productos de degradacion en la muestra. Estos resultados concordaron con datos de SE-HPLC
descritos en el ejemplo 4;

- No se encontraron pruebas de autoasociacion reversible ni indicios de la presencia de agregados irreversibles
en experimentos de equilibrio de sedimentacion;

- La dispersién dinamica de la luz demostré que la muestra mostré una distribucién monomodal del tamafio de
particula. No se detect6é ninguna sefal en el radio de particula >10 nm, confirmando la ausencia de agregados
irreversibles.

Se realizd un estudio de seguimiento con muestras sometidas a estrés por temperatura (0, 2, 4 y 8 semanas a
37 °C) a 60 mg/ml en PBS, 10 mM de acetato, pH 5,5 + 50 mM de NaCl y 10 mM de fosfato, pH 7 + 50 mM de NaCl.

En primer lugar, los resultados a partir de los experimentos de la velocidad de sedimentacién mostraron que todas
las muestras eran cualitativamente similares. En el primer punto temporal, se observé un Unico componente, que
sedimenta a aproximadamente 2,3 S. Para las muestras tomadas a las 2, 4 y 8 semanas, fue detectable una
pequenfia sefal a aproximadamente 4,3 S. Basandose en consideraciones hidrodinamicas, el segundo componente a
aproximadamente 4,5 S puede corresponder a un dimero del componente a 2,9 S. Los resultados detallados
obtenidos con opticas de interferencia y las muestras diluidas se presentan en la tabla 10. Las diferencias en la
concentracion relativa del dimero de RANKLO008a en los diferentes tampones se correlacionan bien con los datos de
SE-HPLC descritos en el ejemplo 4.

En segundo lugar, la dispersion dinamica de la luz detectd un Unico pico dominante entre 3-5 nm para todas las
muestras. Esta sefial comprendera tanto el monémero de RANKL008a como el dimero putativo, debido a la
resolucion limitada del procedimiento. Para muestras en tampoén acetato y PBS, no se observaron otras sefales a
partir de proteina. En el caso de tampodn fosfato, pueden observarse otros dos componentes a aproximadamente
40 nm y aproximadamente 300 nm en las muestras sometidas a estrés durante 2 y 4 semanas y se evaluaron como
relevantes. Debido a su pequefia concentracion en peso, estos componentes no seran detectables por velocidad de
sedimentacion. Para todas las muestras examinadas, se observé un segundo pico a diversos diametros de particula
entre 50-200 nm para el punto temporal a las 8 semanas. Esto indicé una progresion de la agregacion a particulas
mayores.

Ejemplo 9: Medicion de la osmolalidad de las diferentes formulaciones

Se realizaron mediciones de la osmolalidad sobre las diferentes formulaciones usadas en los estudios de
estabilidad:

- P#040908nr1 en 10 mM de tampdn fosfato pH 7,0/ 50 mM a 61 mg/ml de NaCl: 121 mOsm/kg
- P#040908nr1 en 10 mM de tampon fosfato pH 7,0/ 50 mM a 89 mg/ml de NaCl: 123 mOsm/kg
- P#040908nr1 en 10 mM de tampdn acetato pH 5,5/ 50 mM a 59 mg/ml de NaCl: 116 mOsm/kg
- P#040908nr1 en 10 mM de tampdn acetato pH 5,5/ 50 mM a 91 mg/ml de NaCl: 123 mOsm/kg

Debido a que las formulaciones analizadas eran hipoténicas, se afiadieron cantidades adicionales del agente de
tonicidad NaCl para determinar a qué concentracion se obtiene una disolucion isoténica:

- P#040908nr1 en 10 mM de tampon fosfato pH 7,0/ 129 mM a 61 mg/ml de NaCl: 351 mOsm/kg
- P#040908nr1 en 10 mM de tampon acetato pH 5,5/ 100 mM a 59 mg/ml de NaCl: 272 mOsm/kg

Estos resultados indican que el tampén de formulacion final debe contener NaCl al menos 100 mM como agente de
tonicidad.

Finalmente se determind la osmolalidad de un tampon fosfato con Tween80:

- NBJ0539-08-08 SB2 en 10 mM de fosfato pH 7,0/Tween80 al 0,01 % (v:v) / 100 mM de NaCl a 65,2 mg/ml: 227
mOsm/kg

- NBJ0539-08-08 SB2 en 10 mM de fosfato pH 7,0/Tween80 al 0,01 % (v:v) / 114,4 mM de NaCl a 65,2 mg/mi:
244 mOsm/kg
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Ejemplo 10: Liofilizacion de la formulacion de nanocuerpos

Se realizo la liofilizacion de RANKL008a P#151008nr1 (84,3 mg/ml) formulado en 10 mM de fosfato / 100 mM de
NaCl y P#151008nr2 (70 mg/ml) en 10 mM de fosfato / manitol al 5 %. El manitol es un agente de carga
ampliamente usado para la liofilizacion. Después de la reconstitucion de RANKLOO08a liofilizado en agua estéril, los
perfiles de RP-HPLC y SE-HPLC se compararon antes y después de la liofilizacion. Ademas, se verifico la
estabilidad de RANKLOO8a liofilizado, reconstituido en un estudio de estrés acelerado a 37 °C. Se analizaron
muestras de almacenamiento mediante SE-HPLC y RP-HPLC después de 1, 3 y 5 semanas de almacenamiento.
También se analizaron las muestras de 5 semanas usando IEX-HPLC y Biacore.

Se secaron por congelacién 300 pl de cada muestra usando el programa de la tabla 8. La liofilizacion dio como
resultado tortas de liofilizacion uniformes (sodlidas) para ambas muestras. La muestra en fosfato/NaCl 100 mM se
disolvio facilmente en tampdn de reconstitucion (300 pl de H20 MilliQ). La muestra en fosfato/manitol al 5 % sélo se
disolvio tras 3-4 horas a 4 °C. No hubo diferencias evidentes en los perfiles de SE-HPLC y RP-HPLC antes y
después de la liofilizacién en 10 mM de fosfato + 100 mM de NaCl o bien 10 mM de fosfato + manitol al 5 % (datos
no mostrados). No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteina después de la
reconstitucion de RANKLO0O08a liofilizado. Esto también se confirmd mediante las recuperaciones idénticas en RP-
HPLC y SE-HPLC. No hubo particulas visibles, precipitacion ni ninguna modificacion detectable en los productos
reconstituidos.

También se puso una alicuota en almacenamiento a 37 °C para ensayos de estabilidad del producto liofilizado. Se
muestran datos de SE-HPLC y RPHPLC del punto temporal a las 5 semanas en las figuras 17-18 y la figura 19,
respectivamente. Después de 1 semana de almacenamiento, se estaba formando un pico previo en SE-HPLC que
representaba la forma dimérica de RANKLO0O08a (figura 17). Este pico aumentd a lo largo del tiempo y fue mas
evidente en la formulacion sin manitol al 5 % (figura 18).

En la RP-HPLC, el area de superficie del pico correspondiente al pico de piroglutamato aumenté con el tiempo de
almacenamiento. Ademas, se estaba formando un pequefio pico previo enfrente del pico principal en ambos
tampones. En este momento se desconoce la identidad de esta variante (figura 19). Durante el almacenamiento,
también hubo un aumento de algunos picos menores a Rt 8-9 min, que con mayor probabilidad corresponden a
fragmentos de degradacion de RANKLO008a.

En IEX-HPLC, ademas del pico principal observado de las muestras de control, estaban presentes dos picos nuevos
en las muestras de estabilidad (figura 20). El area de superficie de ambos picos posteriores fue menor en las
muestras que contienen manitol.

Se comparo la union de RANKLOO8a a RANKL y HSA en las muestras de estabilidad almacenadas durante 5
semanas con la actividad del lote de referencia no sometido a estrés usando el analisis de Biacore. En la tabla 11 se
facilitan las potencias relativas y se expresan como el % de actividad en comparacion con el lote de referencia
P#040908nr1. Como se observa para todas las demas muestras de estabilidad de RANKL008a, la actividad de
union a HSA habia disminuido significativamente tras un almacenamiento prolongado a 37 °C. También, fue
beneficiosa la adicién de manitol para mantener una mayor actividad de unién a HSA en condiciones de estrés.

RANKLO008a liofilizado en 10 mM de fosfato, pH 7 + 100 mM de NaCl se disolvié mas facilimente en el tampdén de
reconstitucion (MilliQ) que RANKL008a en 10 mM de fosfato, pH 7 + manitol al 5 %. No hubo particulas visibles ni
precipitacion en los productos reconstituidos.

El almacenamiento a temperatura elevada indujo la formaciéon de dimeros, que también se observaron para
RANKLOO8a no liofilizado. No pueden detectarse agregados de mayor peso molecular en las muestras de
almacenamiento. El grado de formacion de dimeros se redujo significativamente en presencia de manitol.

Ejemplo 11: Determinacion del punto de fusion de los nanocuerpos en los diferentes tampones

Se llevé a cabo la determinaciéon del punto de fusién de RANKLO008a (P#110708nr1) mediante el ensayo de
desplazamiento térmico para i) determinar el pH al que se observan los mayores valores de Tm (pH de 4,0 a 5,5:
10 mM de tampon acetato y pH de 6,0 a 7,5: 10 mM de tampdn fosfato) para las dos concentraciones de proteina,
0,1 y 0,2mg/ml, vy ii) evaluar la influencia de afadir NaCl a la mezcla de la formulaciéon/ensayo. Las mezclas de
ensayo finales contienen Sypro Orange 10x (tincion fluorescente). Un ejemplo tipico de una curva de fluorescencia
de TSA se da en la figura 21 y los resultados globales del ensayo se proporcionan en la tabla 12.

En general, las temperaturas de fusion de RANKLOO08a se situaron aproximadamente a 64 °C para la subunidad
Alb8 y 71 °C para el resto R13h5. En ausencia de NaCl el pH mas adecuado fue de 6,5 a 7,0, mientras que este
disminuy6 en una unidad de pH en presencia de sal. Para distinguir entre los dos tampones aplicados, el tampdn
fosfato con NaCl a 150 mM seria el mas adecuado para la formulacion a valores de pH de entre 6,0 y 7,0, mientras
que debe preferirse un tampon acetato pH 5,5 con una cantidad igual de NaCl.
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Ejemplo 12: Estabilidad de los nanocuerpos durante estrés mecanico

Se realizaron experimentos de estrés mecanico en el lote de RANKL008a NBJ0539-08-08 SB2 (62,2 mg/ml). Se
diluy6 la muestra de RANKLOO08a o estaba sin diluir con y sin Tween80 al 0,01 % (v:v). Se removieron las muestras,
se agitaron, se hicieron rotar y se empujaron a través de una aguja con una jeringuilla (la jeringuilla usada puede ser
cualquier jeringuilla disponible comercialmente, como, por ejemplo, una jeringuilla de 1 ml, 2ml, 3ml, 4 ml, 5ml,
10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml hasta 50 ml) tal como sigue:

- se diluyeron hasta 5 mg/ml o no se diluyeron y se removieron (10 s - 1 min);

- se empujaron a través de una jeringuilla (3 ml) con aguja 25G (no diluidas) (10x);

- se hicieron girar (10 rpm) 2 dias a temperatura ambiente (no diluidas);

- se agitaron 1 hora a temperatura ambiente y durante 2 dias a 5 °C (diluidas hasta 5 mg/ml).
Se compararon las diferentes muestras visualmente para detectar cualquier diferencia en aspecto.
Una agitacion fuerte durante un tiempo corto (10 s) caus6 una fuerte espumacion de las muestras sin Tween80.
Incluso la muestra diluida se volvié muy opaca (figura 22). La muestra n.° 1 se volvid muy opaca incluso tras agitar el
vial durante s6lo 10 s.
Se empujo la muestra sin diluir de RANKLO0O8a con y sin Tween80 (v:v) al 0,01 % 10 veces a través de una aguja
(25 G) con una jeringuilla de 3 ml. Las observaciones visuales se describen en la tabla 13. La muestra sin Tween80
se volvié mas opaca, también hubo formacion de espuma y eran visibles diminutas burbujas de aire cuando se

daban pequefios golpes al vial.

Se hizo rotar la muestra sin diluir de RANKLOO8a con o sin Tween80 al 0,01 % (1 ml en un tubo Eppendorf de
1,5 ml) durante 2 dias a 10 rpm. Ambas muestras permanecieron transparentes.

Se agitd la muestra diluida (hasta 5 mg/ml) de RANKL0O8a con o sin Tween80 al 0,01 % (v:v) durante 1 hora a
temperatura ambiente y adicionalmente durante 2 dias a 5 °C. Las observaciones visuales se describen en la tabla
14. Tras agitar 1 hora a temperatura ambiente, la muestra sin Tween80 era ligeramente opaca, mientras que la
muestra con Tween80 permanecioé transparente. Después de 2 dias de agitacion a 5 °C, ambas muestras eran
opacas pero la opacidad en la muestra sin Tween80 fue superior (tabla 14).

Con la adicion de Tween80 al 0,01 % (v:v), la muestra de RANKLOO8a fue menos opaca o no era opaca tras el
estrés mecanico y habia menos formacion de espuma. Esto indica que la muestra es menos susceptible a la
desnaturalizacion si se afiade Tween80.

Ejemplo 13: Inyectabilidad de las diferentes formulaciones de nanocuerpos

Se determind el efecto del uso de diferentes diluyentes, es decir, solucion salina, tampoén fosfato sin Tween80 o
tampon fosfato con Tween80 sobre el contenido, aspecto visual y funcionalidad de RANKL008a (NBJ0607-02) a baja
concentracion (0,28 mg/ml) tras su paso a través de jeringuillas. Se diluyé RANKL0O8a en diferentes diluyentes
seguido por su paso o almacenamiento durante 24 h en jeringuillas (figura 23). La figura 23 contiene las leyendas de
las diferentes muestras generadas durante este experimento en el que se aplican los siguientes codigos:

S25/0: almacenamiento a 25 °C durante 0 minutos

S25/24: almacenamiento a 25 °C durante 24 h

-TW: tampén menos Tween 80

+TW: tampdn + Tween 80

PLACEBO se refiere al siguiente tampon: 10 mM de Na;HPO,4 pH 7,0 + 115 mM de NaCl

TUB: muestra almacenada en un tubo de poliestireno

En la tabla 15 se facilita la inspeccioén visual y la determinacion del contenido de RANKLOO08a tras la dilucion en
diferentes diluyentes y el paso/almacenamiento en jeringuillas. En la figura 24 se facilitan datos sobre la medicion de
la turbidez. La funcionalidad relativa de RANKLOO08a con respecto a HSA y RANKL después de dilucion en diferentes

diluyentes y paso/almacenamiento en jeringuillas se muestra en la figura 25.

El paso a través de una jeringuilla aumenté ligeramente la turbidez cuando se usa 10 mM de Na;HPO4, 115 mM de

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2617 180 T3

NaCl (pH 7,0). La dilucién en solucion salina provoco una disminucion de la actividad de union a RANKL/HSA de un
18-34,0 %. Se observé un efecto similar usando 10 mM de Na;HPO4, 115 mM de NaCl (pH 7,0) sin Tween80, es
decir una disminucion de un 15-27 %. En contraposicion, la dilucién en 10 mM de Na;HPO,, 115 mM de NaCl (pH
7,0) con Tween80 no parecid tener un efecto drastico que confirmase el papel beneficioso de Tween80 en el
tampén.

Ejemplo 14: Estabilidad de la formulacion de nanocuerpos tras diluciones tnicas o graduales

Se diluyé RANKLO08a (NBJ0607-02) en diferentes diluyentes en una etapa unica o por medio de una dilucion en
serie (figura 26) con el fin de determinar si el dltimo procedimiento reducia la turbidez de la muestra.

La inspeccion visual de RANKLOO8A tras la dilucidn tnica y gradual en diferentes diluyentes se muestra en la tabla
16. Se observo turbidez de la muestra y mayor formacion de agregados cuando se usa NaCl al 0,9 % como
diluyente.

La dilucion tanto de etapa Unica como gradual de RANKLO008a hasta 0,28 mg/ml usando NaCl al 0,9 % dio como
resultado turbidez de la muestra y precipitacion. A 16 mg/ml se observaron los primeros agregados. En
contraposicion, la dilucion de etapa Unica o gradual en 10 mM de Na;HPO4, 115 mM de NaCl, Tween80 al 0,01 %
(v:v), (pH 7,0) no dio como resultado la formacién de precipitados.

Ejemplo 15: Estabilidad de formulaciones de nanocuerpos durante el paso por jeringuillas con diferente
tamano de aguja

Se evalud el efecto del paso por jeringuillas sobre el aspecto visual del RANKL008a usando diferentes tamarios de
aguja y combinaciones de tamafos de aguja. Se diluy6 RANKL008a en un tubo Eppendorf (TUB) en 10 mM de
NazHPO,, 115 mM de NaCl, Tween80 al 0,01 % (v:v), (pH 7,0) hasta una concentracion final de 0,28 mg/ml seguido
por un paso individual a través de una jeringuilla de BD de 1 ml equipada con diferente agujas (es decir Terumo
18 G, 23 G, 27 G y 30 G) (figura 27). En esta figura y la tabla 17 se aplican los siguientes codigos:

+TW: tampdn + Tween 80

PLACEBO se refiere al siguiente tampon: 10 mM de Na;HPO,4 pH 7,0 + 115 mM de NaCl

TUB: muestra almacenada en un tubo de poliestireno

18 G/18 G: muestra extraida con una aguja 18 G y expelida a través de una aguja de 18 G

18 G/27 G: extraida con una aguja 18 G y expelida a través de una aguja de 27 G

Todos los demas cadigos son similares a los dos ejemplos facilitados anteriormente.

Se determind la turbidez mediante inspeccion visual y mediante medicion de la absorcion a longitudes de onda de
320 nm, 340 nm, 350 nm y/o 500 nm, y determinando la proporcién del valor obtenido con respecto a la absorcién a
A278 nm (principalmente 320/278 y 350/278). Una proporcion de >0,05 se considerd significativa. En la tabla 17 se
muestran la inspeccion visual, el contenido y la turbidez de RANKL008a antes (TUB) y después del paso a través de
jeringuillas con diferente tamafio de aguja.

En un experimento adicional, se someti6 RANKL008a a paso individual a través de una jeringuilla de 1 ml equipada
con diferentes tamafos de aguja (es decir 27 G y 29 G) tanto no diluido (65 mg/ml) como diluido en 10 mM de
NazHPO4, 115 mM de NaCl, Tween80 al 0,01 % (v:v), (pH 7,0) hasta una concentracion final de 0,28 mg/ml (figura
28). Con el fin de reducir el uso de proteina, no se incluyeron agujas de 29 G y 30 G para los ensayos de DP. En la
tabla 18 se muestran la inspeccion visual, el contenido y la turbidez de RANKLO008a antes (TUB) y después del paso
a través de jeringuillas con diferente tamafio de aguja. En la tabla 18 y la figura 28 se usan los siguientes cédigos:
+TW: tampdn + Tween 80

PLACEBO se refiere al siguiente tampon: 10 mM de Na;HPO,4 pH 7,0 + 115 mM de NaCl

TUB: muestra almacenada en un tubo de poliestireno

27 G/27 G: muestra extraida con una aguja 27 G y expelida a través de una aguja 27 G

29 G/29 G: extraida con una aguja 29 G y expelida a través de una aguja 29 G

T: aguja de Terumo, B aguja de Becton Dickinson
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0028 se refiere a una concentracion a 0,28 mg/ml, 6500 a aproximadamente 65 mg/ml

Diferentes combinaciones de tamafios de aguja no tuvieron ningun efecto significativo sobre la recuperacion de
RANKLOO8a o la turbidez de la muestra tanto a concentracién baja (0,28 mg/ml) como a concentracion elevada
(62,8 mg/ml) (hasta tamarios de calibre de 29 y 27 respectivamente). En ambos experimentos los valores de turbidez
fueron bajos (<0,05).

Ejemplo 16: Solubilidad de RANKL008a a concentraciones aumentadas

Se realizé un estudio con lote de RANKL008a B2#170608nr1 a una concentracion de 156 mg/ml y formulado en los
siguientes tampones:

PBS

PBS + Tween80 al 0,02 % (v:v)

PBS + Tween80 al 0,05 % (v:v)

PBS + Tween80 al 0,1 % (v:v)

Se almacenaron las muestras a 25 °C y se realizaron analisis a intervalos de tiempo regulares. Se da una vision
ggrlecril en la tabla 19. También se sometieron las diferentes muestras a un ciclo de congelacién/descongelacion (-

16.1. Andlisis mediante SE-HPLC

Se muestran perfiles de SE-HPLC de las diferentes muestras en las figuras 29, 30 y 31. El almacenamiento
prolongado a 25 °C dio como resultado la formacion de un pico previo y un pico posterior (figura 30). El area de pico
del pico previo aumentd significativamente a lo largo del tiempo. El pico previo representaba lo mas probablemente
una forma dimérica de RANKL008a.

La figura 31 muestra una superposicion de los perfiles de SE-HPLC del marcador de filtracion en gel y la muestra
almacenada durante 6 semanas a 25 °C en PBS. El PM tedrico de RANKLOO8a es de 40,994 Da, aunque el PM
calculado basado en el tiempo de elucién es de solo 26 kDa. Lo mas probable es que esto se deba a la interaccién
de RANKLO0O8a con la matriz de la columna (“pegajosidad” de la molécula de RANKL0O8a). El pico previo observado
en las muestras sometidas a estrés tenia aproximadamente el mismo tiempo de elucién que el componente de
44 kDa del marcador de filtracion en gel y, por tanto, puede corresponder a una forma dimérica de RANKL0O08a.

El pico posterior correspondia probablemente a productos de degradacion (debido a la actividad proteolitica restante
en la muestra). El area relativa (%) de este pico en las muestras de 3 y 6 semanas fue idéntica, lo que implica que la
degradacioén no progresaba a lo largo del tiempo.

Un ciclo de congelacion/descongelacion no tuvo efecto sobre el perfil de SE-HPLC de RANKL008a (datos no
mostrados).

16.2. Andlisis mediante RP-HPLC

Se muestran perfiles de RP-HPLC de las diferentes muestras en las figuras 32 y 33.

Los perfiles de RP-HPLC de RANKLOO8a a 156 mg/ml y el lote de RANKLOO08aPic P#270308 (15 % de pico
posterior) fueron comparables. Tampoco hubo ninguna diferencia en los perfiles de RP-HPLC de las muestras sin o
con Tween80.

Solo hubo diferencias menores entre los perfiles de RP-HPLC después de un tiempo de incubaciéon aumentado, es
decir, un ligero aumento del pico de piroglutamato y un pequefio descenso del pico posterior, es decir, la variante
con un puente de S-S ausente. Ambos picos ya estaban presentes en las muestras no sometidas a estrés, con un
area de superficie del pico de un 2,6 % y un 17,1 %, respectivamente.

Un ciclo de congelacién/descongelacion no tuvo efecto sobre el perfil de RP-HPLC de RANKL008a.

16.3. Determinacién de particulas subvisibles (PAMAS)

Se analizaron las diferentes muestras usando el instrumento de PAMAS. El nimero total de particulas >10 um y
>25 um se muestra en la figura 34. Parece haber un aumento dependiente del tiempo en el recuento de particulas y
tamano de particula.
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16.4. Determinacién de la potencia

Las potencias relativas en comparacion con el lote de referencia (B11#140208) obtenidas para las diferentes
muestras se muestran en la tabla 20.

El procedimiento de ultrafiltracion y la concentracion hasta >150 mg/ml parece no tener un efecto sobre la actividad
de RANKLOO8a. La congelacion/descongelacion no parecié afectar a la potencia relativa tanto del resto de unién a
HSA como de los restos de union a RANKL.

Ejemplo 17: Estabilidad de las formulaciones durante 11 meses a-20°Cya 5 °C

Se dializ6 RANKLO008a P#110708, 67 mg/ml, 1 % de pico posterior (cisteinas sin aparear) en 3 tampones diferentes
(DPBS, fosfato y acetato que contenian 50 mM de NaCl) con o sin Tween80 al 0,02 % (tabla 3). Se pusieron las
muestras en almacenamiento (5 °C y -20 °C) a 2 concentraciones diferentes (30 y 63 mg/ml) durante 11 meses.

Los perfiles de SE-HPLC se muestran en la figura 35. El almacenamiento a -20 °C o 5 °C durante 11 meses no tuvo
un efecto significativo sobre la estabilidad fisica del nanocuerpo RANKLOO8a. Muestras formuladas en PBS y fosfato
a 5 °C mostraron un pico previo menor, que lo mas probablemente corresponde al dimero de RANKL008a, que no
se vio en las muestras de 63 mg/ml de fosfato con Tween80 en 30 mg/ml de fosfato con Tween80. Afiadir Tween80
al tampdn fosfato (63 mg/ml) parecioé prevenir la formacion del dimero. A los 53-58 min se detectd un pico adicional
en muestras de 30 mg/ml que se originaron a partir de los diferentes tampones de formulaciéon. En comparaciéon con
la medicién después del almacenamiento durante 3 meses, el almacenamiento durante 11 meses a 5 °C dio como
resultado un ligero aumento del pico posterior, lo que sugeria degradacion de proteina. Este efecto fue mas obvio en
muestras formuladas en PBS.

Los perfiles de RP-HPLC se muestran en la figura 36. El almacenamiento a -20 °C y 5 °C durante 11 meses no tuvo
un efecto significativo sobre la estabilidad quimica del nanocuerpo RANKLO008a. En comparacion con la medicion
después del almacenamiento durante 3 meses:

- se observo un ligero aumento del pico previo en muestras a 5 °C y mas pronunciado en tampén PBS;

- el pico de piroglutamato fue relativamente estable en todos los tampones (areas de superficie y % del area
fueron comparables);

- se detect6 un aumento del pico posterior en algunas condiciones.

Basandose en los resultados obtenidos para el analisis del contenido, SE-HPLC y RP-HPLC, puede concluirse que
el nanocuerpo RANKL008a permanece estable a 5 °C y -20 °C durante 11 meses. Se observaron pequefios cambios
en algunas de las muestras a 5 °C (es decir, pico previo/posterior en SE-HPLC y pico posterior en analisis de RP-
HPLC).

Ejemplo 18: Determinacion del punto de fusién mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se realizaron experimentos de DSC en un instrumento de DSC VP-Capillary de MicroCal. Se ajusté la concentracion
de la muestra durante el ensayo a 1 mg/ml en D-PBS. Para comprobar la temperatura de fusiéon (Tm), se sometieron
a barrido las muestras a 200 °C/h usando un intervalo de temperatura de 20 °C a 100 °C, excepto si se indica lo
contrario.

La curva de despliegue de DSC para RANKLO008a (figura 37) indica que existen dos dominios de despliegue en
RANKLO0O8a, uno que tiene una Ty, de 64,1 °C (AIb8) y el otro una Ty de 70,4 °C (R13h5). RANKLOO08a esta
compuesto por dos dominios R13h5 unidos entre si por una unidad Alb8, una caracteristica que puede deducirse
hasta cierto punto a partir del termograma, es decir, la superficie de Alb8 corresponde a aproximadamente la mitad
de la porcién de R13h5.

El analisis de Alb8 mediante DSC (figura 38) reveld un valor de T, de 62,8 °C. Tras el barrido se volvié a calentar la
muestra; sin embargo, no se observo repetibilidad del pico. Lo mas probable es que la constante de velocidad de la
etapa irreversible completa sea alta a altas temperaturas y, por tanto, hace que sea imposible la repetibilidad del
experimento.

Se confirmé la temperatura de fusion de 62,8 °C para Alb8 como se mide mediante calorimetria diferencial de
barrido hasta un determinado grado en el andlisis de RANKLOO8a. Se observd que R13h5, en el formato
RANKLO0O8a, tenia una Tm de 70,4 °C. Estos resultados corroboran los obtenidos mediante el ensayo de
desplazamiento térmico basado en fluorescencia (véase el ejemplo 11).

Ejemplo 19: Estudio de estabilidad a largo plazo a -20°C y +5 °C
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Se almaceno el lote de RANKL008a NBJ0607-04, formulado en 10 mM de Na;HPO4, 115 mM de NaCl, Tween80 al
0,01 % (v:v) (pH7,0) a 62,5 mg/ml, durante 12 meses a -20 °C y +5 °C. Se analizaron muestras después de 3y 12
meses de almacenamiento mediante inspeccion visual (aspecto), A278 (contenido), SE-HPLC, IEX-HPLC, RP-HPLC
y ensayos de potencia (ensayo de inhibicion de RANKL y ensayo de unién a HSA). Se resumen los resultados en la

5 tabla 21 y tabla 22 para el almacenamiento a -20 °C y +5 °C, respectivamente.
No hubo cambios significativos en aspecto, contenido, potencia y perfiles de HPLC entre la muestra control (punto
temporal a los 0 meses) y todas las muestras problema, lo que indica que RANKL0O08a es estable durante al menos
12 meses a -20 °C 0 5 °C. Se observaron pequefias diferencias con la muestra de control en la muestra almacenada
10 durante 12 meses a +5 °C. El porcentaje del pico principal observado durante el analisis de IEX-HPLC fue menor en
comparacion con la muestra de control, lo que sugeria una pureza algo menor. Durante el analisis de SE-HPLC,
aparecio un pico posterior menor que puede indicar la presencia de fragmentos de degradacion.
Tablas
15
Tabla 1. Visién general de los lotes de RANKLOO8a usados en los estudios de estabilidad descritos en la seccion de
ejemplos.
N.° de lote Tampoén Concentracion | Observacion Condicion de estrés
aplicada
P #270308nr1 D-PBS 3,3 mg/mi 15 % del pico Material de referencia
posterior* en RP-
HPLC
B2#170608nr1 D-PBS 156 mg/ml 15 % del pico Almacenamiento a 25 °C
posterior* en RP-
HPLC
P#110708nr1 D-PBS 67 mg/ml 1,3 % del pico Almacenamiento a -20 °C,
posterior*en RP- | 5°Cy 37 °C
HPLC
P#040908nr1 D-PBS 143 mg/ml Sin pico posterior - Estudio de C/D
en RP-HPLC - Experimentos de
liofilizacion
- Almacenamiento a 37 °C
(para analisis de AUC y
DLS solo)
- Material de referencia
P#151008nr1 fosfato 10 mM + 84,3 mg/ml Sin pico posterior | Experimentos de
NaCl 100 mM en RP-HPLC liofilizacion
P#151008nr2 fosfato 10 mM + 70 mg/ml Sin pico posterior | Experimentos de
manitol al 5 % en RP-HPLC liofilizacion
NBJ0539-08-08 | fosfato 10 mM + 65,2 mg/ml Sin pico posterior | Determinacioén de la
SB2 NaCl 100 mM en RP-HPLC osmolalidad
NBJ0607-02 Na;HPO4 10 mM, 62,8 mg/mi Sin pico posterior | Experimento de
NaCl 115 mM, en RP-HPLC inyectabilidad, experimento
Tween80 al 0,01 % de dilucion
(v:v) (pH 7,0)
* corresponde a la variante que tiene un puente de cisteina sin aparear en uno de los elementos estructurales
de RANKL13H5 (que eluye aproximadamente 2 minutos mas tarde que el pico principal en el analisis de RP-
HPLC) como se describe en la solicitud PCT PCT/EP2010/055916 publicada por Ablynx N.V. titulada “Method
for the production of variable domains.”
20 Tabla 2. Reactivos usados en la seccion de ejemplos.
Reactivo Distribuidor N.° de cat.
ACN, calidad para HPLC Biosolve n.° de cat. 012007
TFA Biosolve n.° de cat. 20234131
Isopropanol, calidad para HPLC Biosolve n.° de cat. 162606
D-PBS Gibco n.° de cat. 14190-094
Acido citrico, monohidratado Merck n.° de cat. 1.00244.0500
NaCl Merck n.° de cat. 1.06404.1000
Patrén de filtracion en gel Bio-Rad n.° de cat. 151-1901
Tween80 Merck n.° de cat. 8.17061.1000
Acetato de sodio Merck n.° de cat. 1.06268.1000
Dihidrogenfosfato de sodio Merck n.° de cat. 1.06345.1000
Hidrogenfosfato de disodio Merck n.° de cat. 1.06576.1000
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RANKL Peprotech n.° de cat. 310-01
HSA Sigma n.° de cat. A3782
Tincion de proteina IR de Krypton Pierce n.° de cat. 53071
Marcador de PM (Precision Plus Bio-Rad n.° de cat. 161-0374
Protein Dual Color Standard)
D-manitol Fluka n.° de cat. 17311
NaCl al 0,9 % B. Braun n.° de cat. 394496 (lote 7372A231)
filtro de 0,22 um de Millex®-GV Millipore n.° de cat. SLGV004SL
jeringuilla de 1 ml (29 G x 1%") Becton-Dickinson n.° de cat. 328411
jeringuilla de 1 ml (29 G x 1%") Terumo n.° de cat. 14.BS-N1H2913
jeringuilla de 1 ml Becton-Dickinson n.° de cat. 300013
jeringuilla de 2 ml, Luer Lock Becton-Dickinson n.° de cat. 300185
Aguja Microlance (30 G x 5") Becton-Dickinson n.° de cat. 304000
jeringuilla de 2 ml, Luer Lock Terumo n.° de cat. SS02L.Z1
aguja Neolus® (18 G x 2”) Terumo n.° de cat. NN-1850R
aguja Neolus® (23 G x 1 /4") Terumo n.° de cat. NN-2332R
aguja Neolus® (27 G x %) Terumo n.° de cat. NN-2719R
aguja SurGuard® (30 G x %') Terumo n.° de cat. SG2-3013
vidrio de borosilicato de 1-2 ml Thiringer Pharmaglass n.° de cat. 2R
cierre de seguridad de 2 ml Eppendorf n.° de cat. 0030 121.597
tubo de poliestireno de 15 ml Greiner Bio-One n.° de cat. 186161

Tabla 3. Vision general de las diferentes formulaciones de RANKLO0O8a usadas en ensayos de estabilidad.

Concentracion de RANKL008a Tampoén [NaCl] adicional | % de Tween80 (v:v)
63 mg/ml PBS 0 0
63 mg/ml PBS 0 0,02
30 mg/ml PBS 0 0
30 mg/ml PBS 0 0,02
63 mg/ml NaH>PO4 10 mM.2H,0, pH 7 50 mM 0
63 mg/ml NaH,PO4 10 mM.2H,0, pH 7 50 mM 0,02
30 mg/ml NaH»PO4 10 mM.2H,0, pH 7 50 mM 0
30 mg/ml NaH,PO4 10 mM.2H,0, pH 7 50 mM 0,02
63 mg/ml acetato de Na 10 mM, pH 5,5 50 mM 0
63 mg/ml acetato de Na 10 mM, pH 5,5 50 mM 0,02
30 mg/ml acetato de Na 10 mM, pH 5,5 50 mM 0
30 mg/ml acetato de Na 10 mM, pH 5,5 50 mM 0,02

5 Tabla 4. Potencia relativa con respecto a patréon de referencia) de RANKLOO8a tras el almacenamiento a 5 °C tal

como se describe en el ejemplo 3.

Muestra 63 mg/ml 30 mg/ml
0 semanas 2 semanas 0 semanas 2 semanas

HSA | RANKL | HSA | RANKL | HSA | RANKL | HSA | RANKL
PBS 0,842 1,149 0,714 1,111 0,825 11"%%%; g"gg; 1,169
pas 0,901 1,114 0,701 1,063 0,796 11’2‘;%; 1)"%1?’73; 1173
Fosfato 0,794 0,862 0,65 0,081 0,836 1(’%3; %"%533; 0,096
.Frfl’fggm | o837 1,035 0,661 0,979 0,899 11"335 3"%1171; 1,057
Acetato 0,818 1,057 0,643 0,092 0,836 11"%%%; %"%%%; 1,079
poetalo | 0,904 1,046 0,71 1,048 0,899 11"11%50; 11"%%% 1,084

Tabla 5. Las potencias relativas (con respecto a patron de referencia) de restos de unién a HSA y RANKL de

10 muestras de RANKL0OO8a sometidas a estrés por temperatura.
63 mg/ml de HSA 30 mg/ml de HSA
0 1 2 3 4 6 8 0 1 2 3 4 6 8
sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem
PBS 0,842 | 0,968 | 0,889 | 0,742 | 0,756 | 0,693 | 0,62 | 0,825 | 0,954 | 0,96 | 0,961 | 0,999 | 0,784 | 0,772
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$3§0+ 0,901 | 1,049 | 0,882 | 0,765 | 0,859 | 0,673 | 0,629 | 0,796 | 0,99 | 0,984 | 0,954 | 1,097 | 0,821 | 0,822

Fosfato | 0,794 | 0,891 | 0,774 | 0,754 | 0,724 | 0,611 | 0,583 | 0,836 | 0,908 | 0,837 | 0,837 | 0,943 | 0,722 | 0,688

Eoi\f\,agtg 0,837 | 0,893 | 0,919 | 0,747 | 0,739 | 0,629 | 0,581 | 0,899 | 0,984 | 0,916 | 0,948 | 0,936 | 0,79 | 0,719
Acetato | 0,818 | 0,89 | 0,791 | 0,758 | 0,72 | 0,645 | 0,631 | 0,836 | 0,949 | 0,905 | 0,869 | 0,992 | 0,778 | 0,798
f“fl.evt\%tg 0,904 | 1,107 | 0,884 | 0,773 | 0,822 | 0,714 | 0,598 | 0,899 | 1,053 | 1,013 | 0,941 | 1,051 | 0,773 | 0,81
63 mg/ml de RANKL 30 mg/ml de RANKL
0 1 2 3 4 6 8 0 1 2 3 4 6 8
sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem
1,096 | 0,96
PBS 1,149 | 1,112 | 1,06 | 0,939 | 1,008 | 1,064 | 0,687 1096 | 1,042 1,015 | 0,976 | 1,17 | 0,941 | 0,887

PBS + 1,049 | 1,009

1,114 | 1,069 | 1,063 | 0,979 | 1,11 | 0,924 0,9 1,09 | 1,115 | 1,216 | 0,836 | 0,898

Tw80 1136 | 1151
1073 | 0.763

Fosfato | 0,862 | 1012 | 0,95 | 0,917 | 099 | 0848 | 0,799 | U3 | 2703 | 0,852 | 0,931 | 1,035 | 0,786 | 0,805

Fosfato 1,19 0,913

g0 | 1035 | 1012 | 0968 | 0,853 | 0,927 | 0,897 | 075 | oA | 0615 | 0,98 | 0,932 | 0,946 | 0,779 | 0762

Acetato | 1,057 | 0,985 | 1,023 | 0,048 | 1,049 | 1,011 | 0,801 %gg 8’322 0,969 | 1,021 | 1,158 | 0,967 | 0,936

Acetato 1,155 | 0,814

Aaag | 1046 | 1,148 | 1078 | 0,863 | 1,123 | 0,875 | 0,897 | 1100 | Jols | 0.867 | 1,039 | 114 | 0,803 | 0,829

Tabla 6. Potencias relativas (con respecto a patrén de referencia) de restos de unién a HSA y RANKL de muestras
de RANKLOO8a después de diversos ciclos de congelacion-descongelacion.

Tampén numero de ciclos de potencia relativa
congelacion/descongelacion RANKL HSA
Fosfato 10 CD -20 °C 0,967 0,918
Fosfato 2CD-80°C+6CD-20°C 0,866 0,900
Fosfato + Tween80 al 10 CD -20 °C 0,845 0,817
0.02 % (v:v)
Fosfato + Tween80 al 2CD-80°C+6CD-20°C 0,804 0,810
0.02 % (v:v)
Acetato 10 CD -20 °C 0,921 0,890
Acetato 2CD-80°C+6CD-20°C 0,827 0,893
Acetato + Twee80 al 10 CD -20 °C 0,736 1,023
0,02 % (v:v)
Acetato + Tween80 al 2CD-80°C+6CD-20°C 0,908 1,123
0,02 % (v:v)
5
Tabla 7. Muestras usadas en el experimento de liofilizacion.
RANKLO008a % de Tween80 (v:v)
fosfato 10 mM, pH 7 + NaCl 50 mM a 56 mg/ml 0 0,05 0,1
acetato 10 mM, pH 5,5 + NaCl 50 mM a 60 mg/ml 0 0,05 0,140
Tabla 8. Programa usado para la liofilizacion de las muestras de RANKLO008a.
10
Fase 1 2 [ 3 4 | 5 1 6 | 7
Seccion Carga Congelacion Secado principal
Tiempo de seccion / 1h 30 1h 4 h 10 h 3h 3h
;I;eCr?p. de almacenamiento 20 45 -40 35 -20 -10 0
Vacio (mbar) / / / 1,030 1,030 1,030 3,380
Presion de seguridad apagado | apagado | apagado | apagado 1,650 6,110 6,110

dT de secado por congelacion | apagado | apagado | apagado | apagado | apagado | apagado | apagado

Tabla 9. Potencias relativas (con respecto a patron de referencia) de restos de union a HSA y RANKL de muestras
de RANKLOO8a tras la liofilizacion.

RANKL HSA
Fosfato 0,642; 1,127; 0,762* 0,626
Fosfato + Tween80 al 0,05 % (v:v) 1,190 0,970
Fosfato + Tween80 al 0,1 % (v:v) 1,030 0,925
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Acetato 1,191 0,978
Acetato + Tween80 al 0,05 % (v:v) 0,761 0,672
Acetato + Tween80 al 0,1 % (v:v) 0,970 0,981

*Se realizaron tres mediciones.

Tabla 10. Resumen de los resultados de los experimentos de velocidad de sedimentacién usando muestras
sometidas a estrés y no sometidas a estrés de RANKLO008a a una concentracion elevada de proteina.

Muestra s*4[S] c1 [conc. rel.] s*7[S] cz [conc. rel.]
0 sem 2,91 0,99 NA NA
PBS 2 sem 2,90 0,82 417 0,18
4 sem 2,96 0,73 4,51 0,27
8 sem 2,90 0,60 423 0,32
ot 0 sem 2,92 0,99 NA NA
1005:1t|\c/’| . 2 sem 208 0.86 4,39 0,14
N&Cl 50 mM 4 sem 2,98 0,76 4,37 0,23
8 sem 2,90 0,69 425 0,26
at 0 sem 2,94 0,96 471 0,04
?Sen?.\ﬁl 2 sem 2,96 0,87 4.47 0,12
N&Cl 50 mM 4 sem 2,97 0,79 438 0,21
8 sem 2,94 0,70 427 0,27

S*1: coeficiente de sedimentacién para el monémero de RANKL008a
S*,: coeficiente de sedimentacion para el dimero de RANKL008a
[S]: unidad Svedberg

Tabla 11. Potencias relativas (con respecto al patrén de referencia) de los restos de unién a HSA y RANKL de
RANKLO0O08a reconstituido, liofilizado tras 5 semanas a 37 °C.

Tampoén potencia relativa
RANKL HSA

fosfato + NaCl 100 mM, pH 93,7 67,0

fosfato + manitol al 5 %, pH 90,3 80,9

Tabla 12. Temperatura de fusion (°C) para RANKLO008a en acetato (pH de 4,0 a 5,5) y en fosfato (pH de 6,0 a 8,0).

pH4 | pH45 | pHS5 | pH55 | pH6 | pH65 | pH7 | pH7,5 | pH 8
tampodn sin NaCl Tm1 - - - - - 64,43 | 64,50 | 64,37 -
Tm2 | 70,01 | 70,74 | 71,53 | 70,34 | 70,67 | 71,80 | 71,20 | 70,47 | 69,01
tampodn + NaCl 50 mM Tm1 | 61,05 - - - - - - -
Tm2 | 67,62 | 69,67 | 70,47 | 70,67 | 72,26 | 71,66 | 71,07 | 70,2
tampdn + NaCl 150 mM | Tm1 | 58,01 - 64,51 | 64,37 | 64,17 | 64,44 | 64,77 -
Tm2 | 65,96 | 69,61 | 70,60 | 71,13 | 70,99 | 70,79 | 70,26 | 69,81
tampdn + NaCl 500 mM | Tm1 | 54,81 | 59,26 | 61,36 | 62,43 | 63,10 | 63,04 | 63,10 | 62,77
Tm2 | 63,11 | 65,43 | 68,68 | 69,61 | 69,87 | 69,87 | 69,74 | 69,14

Tabla 13. Observacion visual tras el experimento con jeringuilla/aguja descrito en el ejemplo 12.

Sin Tween80 Tween80 al 0,01 % (v:v)
Mas opaco Opaco

Burbujas de aire | /

Espuma /

Tabla 14. Observacion visual tras el experimento de agitacion descrito en el ejemplo 12.

Sin Tween80 Tween80 al 0,01 % (v:v)
1 hora a temperatura ambiente | Ligeramente opalescente | Transparente
2diasa5°C Mas opaco Opaco

Tabla 15. Inspeccioén visual y determinacién de contenido de RANKLOO8a tras dilucién en diferentes diluyentes y
paso/almacenamiento en jeringuillas.

muestra inspeccion visual contenido (mg/ml)
0028 SOLUCION SALINA TUB pequefios precipitados 0,265 (0,261-0,270)
0028 SOLUCION SALINA SYR S25/0 pequefios precipitados 0,263 (0,261-0,265)
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0028 SOLUCION SALINA SYR S25/24 pequefios precipitados 0,259 (0,256-0,262)
0028 PLACEBO-TW TUB pequefios precipitados 0,272 (0,271-0,273)
0028 PLACEBO-TW SYR S25/0 pequefios precipitados 0,268 (0,267-0,269)
0028 PLACEBO-TW SYR S25/24 pequefios precipitados 0,268 (0,259-0,276)
0028 PLACEBO+TW TUB transparente 0-281 (0,281-0,281)
0028 PLACEBO+TW SYR S25/0 ligeramente turbia 0,280 (0,278-0,282)
0028 PLACEBO+TW SYR S25/24 ligeramente turbia 0,279 (0,277-0,281)
Tabla 16. Inspeccion visual de RANKLO0O8a tras dilucion en etapa Unica y en serie en diferentes diluyentes.
muestra . . Lo concentracion estimada
dilucion inspeccion visual
(mg/ml)

6500 DP ref. 11 transparente 65,0

6500 DP PL+TW 1STEP 256X 1/256 transparente 0,25

6500 DP PL+TW 1STEP 2X 1/2 transparente 32,5

6500 DP PL+TW 2STEP 4X 1/4 transparente 16,3

6500 DP PL+TW 3STEP 8X 1/8 transparente 8,13

6500 DP PL+TW 4STEP 16X 1/16 transparente 4,06

6500 DP PL+TW 5STEP 32X 1/32 transparente 2,03

6500 DP PL+TW 6STEP 64X 1/64 transparente 1,02

6500 DP PL+TW 7STEP 128X 1/128 transparente 0,51

6500 DP PL+TW 8STEP 256X 1/256 transparente 0,25

6500 DP SAL 1STEP 256X 1/256 precipitacion pesada + turbia 0,25

6500 DP SAL 1STEP 2X 1/2 transparente 32,5

6500 DP SAL 2STEP 4X 1/4 precipitacion 16,3

6500 DP SAL 3STEP 8X 1/8 precipitacion 8,13

6500 DP SAL 4STEP 16X 1/16 precipitacion 4,06

6500 DP SAL 5STEP 32X 1/32 precipitacion mas pesada 2,03

6500 DP SAL 6STEP 64X 1/64 precipitacion pesada + 102

ligeramente turbia ’
g
6500 DP SAL 7STEP 128X 1/128 prgcipitacién pesaQa+ 0,51
ligeramente turbia
6500 DP SAL 8STEP 256X 1/256 precipitacion pesada + turbia 0,25

5 Tabla 17. Inspeccion visual, contenido y turbidez de RANKLOO8a antes (TUB) y después del paso a través de
jeringuillas con diferentes tamafios de aguja como se describe en el ejemplo 15.

muestra |nsvp::3(;:on contenido (mg/ml) razén 320/278 | raz6n 350/278
0028 PLACEBO+TW TUB transparente 0,288 (0,275-0,301) 0,0010 0,0019
0028 PLACEBO+TW 18G/18G | transparente 0,285 (0,284-0,286) 0,0003 0,0000
0028 PLACEBO+TW 18G/23G | transparente 0,288 (0,271-0,307) 0,0000 0,0000
0028 PLACEBO+TW 18G/27G | transparente 0,285 (0,279-0,290) 0,0000 0,0002
0028 PLACEBO+TW 18G/30G | transparente 0,286 (0,285-0,287) 0,0005 0,0002
0028 PLACEBO+TW 23G/23G | transparente 0,287 (0,285-0,289) 0,0005 0,0007
0028 PLACEBO+TW 27G/27G | transparente 0,285 (0,284-0,286) 0,0001 0,0005
0028 PLACEBO+TW 30G/30G | transparente 0,287 (0,280-0,294) 0,0007 0,0019

Tabla 18. Inspeccion visual, contenido y turbidez de RANKLOO8a antes (TUB) y después del paso a través de
10 jeringuillas con diferentes tamafios de aguja tal como se describe en el ejemplo 15.

muestra inspeccion . razén razén
visual contenido (mg/ml) 320/278 350/278
0028 PLACEBO+TW TUB transparente | 0,284 (0,283-0,285) 0,0014 0,0010
0028 PLACEBO+TW 27G/27G (3x) | transparente | 0,284 (0,283-0,285) 0,0031 0,0021
0028 PLACEBO+TW 29G/29G B transparente | 0,282 (0,280-0,284) 0,0024 0,0010
0028 PLACEBO+TW 29G/29G T transparente | 0,283 (0,282-0,284) 0,0041 0,0033
6500 PLACEBO+TW TUB transparente 63,5 (62,4-64,6) 0,0019 0,0006
6500 PLACEBO+TW 27G/27G (3x) | transparente 62,9 (62,7-63,1) 0,0015 0,0008
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Tabla 19. Visién general del analisis realizado usando las diferentes muestras de RANKLO0O8a sometidas a estrés a

156 mg/ml (n.° de B2 170608nr1).
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ensayo de potencia

ensayo de potencia

ensayo de potencia

PBS PBS PBS PBS
Tween80 al 0,02 % | Tween80 al 0,05 % | Tween80 al 0,1 %
(v:v) (v:v) (v:v)
Control SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC
RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC
PAMAS PAMAS PAMAS PAMAS

ensayo de potencia

ensayo de potencia

11 diasa 25 °C SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC
RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC
PAMAS PAMAS PAMAS PAMAS

3 semanas a 25 °C | SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC
RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC
PAMAS PAMAS PAMAS PAMAS

6 semanas a 25 °C | SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC SE-HPLC
RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC
PAMAS PAMAS PAMAS PAMAS

ciclo de C/D (- SE-HPLC SE-HPLC

20 °C) RP-HPLC / / RP-HPLC
PAMAS PAMAS

ensayo de potencia

Tabla 20. Potencias relativas (con respecto al patrén de referencia) de restos de union a HSA y RANKL de

RANKL008a a 156 mg/ml.

Picos previos =
78 %

Pico posterior 1 =
2,7%

Picos previos =
7.7%

Pico posterior 1 =
3,0%
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Picos previos =
79 %

Pico posterior 1 =
3,0%

PBS PBS PBS PBS
Tween80 al 0,02 % | Tween80 al 0,05 % | Tween80 al 0,1 %
(v:v) (v:v) (v:v)
Control
RANKL 0,856 0,87 0,962 0,84
HSA 0,896 0,965 0,932 1,023
ciclo de C/D (-
20 °C)
RANKL 1,141 / / 1,061
HSA 1,066 / / 1,116
Tabla 21. Datos de estabilidad de lote de RANKL008a NBJ0607-04, almacenado a -20 °C.
Punto temporal (meses)
Procedimiento Inicial (0) 1 3
de prueba
Aspecto transparente, transparente, transparente, transparente,
disolucion disolucion disolucion disolucion
ligeramente ligeramente amarilla  ligeramente amarilla  ligeramente amarilla
_____________________ amarilla___ .
A2ZI8 62,5+ 1,1 mgml | 630+04mgml 654 +0,1mg/ml 64,8+0,7 mg/ml
SEC-HPLC Pureza = 99,8 % Pureza = 99,7 % Pureza = 99,6 % Pureza = 99,7 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
0,2% 0,3% 0,4 % 0,3%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 00% __.00% ________ 00% 0,0%
IEX-HPLC Pureza = 95,0 % Pureza = 95,9 % Pureza = 95,1 % Pureza = 95,3 %
Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 =
0,0 % 0,0 % 0,2% 0,3%
Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 =
1,0 % 0,8 % 1,0 % 1,0 %
Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 =
1,7 % 1,7 % 2,0% 2,0%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 23% 8% 7% 14 %
RP-HPLC Pureza = 87,8 % Pureza = 87,8 % Pureza = 87,8 % Pureza = 87,5 %

Picos previos =
8,2%

Pico posterior 1 =
2,8%
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Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 =
_____________________ W% A8k 13% 5%
potencia 1,098 + 0,100 1,175 £ 0,099 0,920 + 0,065 0,980 + 0,092
(inhibicion de
RANKL) _
potencia (unién 0,966 + 0,065 1,021 £ 0,135 0,812 + 0,033 0,922 + 0,038
a HSA)
Tabla 21. Continuacion
Punto de tiempo (meses)
Procedimiento Inicial (0) 6 9 12
de prueba
Aspecto transparente, transparente, transparente, transparente,
disolucion disolucion disolucion disolucion
ligeramente ligeramente amarilla  ligeramente amarilla  ligeramente amarilla
_____________________ amarilla___ .
A2ZI8 62,5+ 1,1 mgml | 66,4+ 04mgml 657+0,3mg/ml 64,7 +0,4 mg/ml
SEC-HPLC Pureza = 99,8 % Pureza = 99,8 % Pureza = 99,8 % Pureza = 99,7 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
0,2% 0,2% 0,2% 0,1 %
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 00% . 00% ________ 00% 0,2%
IEX-HPLC Pureza = 95,0 % Pureza = 95,0 % Pureza = 95,2 % Pureza = 94,1 %
Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 =
0,0 % 0,2% 0,2% 0,4 %
Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 =1,2 %
1,0 % 1,1 % 1,1 %
Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 =
1,7 % 2,0% 2,0% 2,0%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 23% o AT% . 15% 23%
RP-HPLC Pureza = 87,8 % Pureza = 89,7 % Pureza = 88,7 % Pureza = 89,2 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
78 % 55% 4.4 % 51%
Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 =
2,7 % 3,0% 3,8% 3.1 %
Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 =
_____________________ 7% 18% ______ 31% 2,6%
potencia 1,098 + 0,100 0,769 + 0,055 0,808 + 0,047 1,201 £ 0,048
(inhibicion de
RANKL) |
potencia (unién 0,966 + 0,065 0,889 + 0,069 0,939 + 0,080 0,948 + 0,061
a HSA)
Tabla 22. Datos de estabilidad de lote de RANKL008a NBJ0607-04, almacenado a +5 °C.
Punto temporal (meses)
Procedimiento Inicial (0) 1 3
de prueba
Aspecto transparente, transparente, transparente, transparente,
disolucion disolucion disolucion disolucion
ligeramente ligeramente amarilla  ligeramente amarilla  ligeramente amarilla
_____________________ amarilla___ .
A278 625+ 1,1mgml __ 613+20mgml 653+04mg/ml  6571+0,6 mg/ml
SEC-HPLC Pureza = 99,8 % Pureza = 99,6 % Pureza = 99,4 % Pureza = 99,7 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
0,2% 0,4 % 0,6 % 0,3%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 00% __.00% _______ 00% 0,0%
IEX-HPLC Pureza = 95,0 % Pureza = 95,7 % Pureza = 95,3 % Pureza = 95,5 %

Pico previo 1 =
0,0 %
Pico previo 2 =
1,0 %

Pico previo 1 =
0,0 %
Pico previo 2 =
1,0 %

52

Pico previo 1 =
0,2%
Pico previo 2 =
1,0 %

Pico previo 1 =
0,2%
Pico previo 2 =
1,0 %
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Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 =
1,7 % 1,8 % 2,0% 1,9 %
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 23% 5% 15% 14 %
RP-HPLC Pureza = 87,8 % Pureza = 88,1 % Pureza = 87,9 % Pureza = 87,5 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
78 % 73% 7,6 % 8,2%
Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 =
2,7 % 3,0% 3,0% 2,8%
Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 =
_____________________ W% o N8% o 15% 5%
potencia 1,098 + 0,100 1,094 + 0,090 1,026 + 0,064 0,937 + 0,079
(inhibicion de
RANKL) _
potencia (unién 0,966 + 0,065 1,132 £ 0,127 0,917 + 0,045 0,860 + 0,042
a HSA)
Tabla 22. Continuacion
Punto temporal (meses)
Procedimiento Inicial (0) 6 9 12
de prueba
Aspecto transparente, transparente, transparente, transparente,
disolucion disolucion disolucion disolucion
ligeramente ligeramente amarilla  ligeramente amarilla  ligeramente amarilla
_____________________ amarilla___ .
A2ZI8 62,5+ 1,1 mgml | 66,8+ 06mgml 650+04mgml 64,7 +0,9mg/ml
SEC-HPLC Pureza = 99,8 % Pureza = 99,6 % Pureza = 99,3 % Pureza = 99,1 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
0,2% 0,2% 0,3% 0,2%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 00% _ 02% ____ 04% 07 %
IEX-HPLC Pureza = 95,0 % Pureza = 95,2 % Pureza = 94,7 % Pureza = 92,0 %
Picos tempranos =
0,2%
Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 = Pico previo 1 =
0,0 % 0,3% 0,3% 0,3%
Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 = Pico previo 2 =1,3 %
1,0 % 1,0 % 1,0 %
Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 = Pico previo 3 =
1,7 % 2,0% 2,1 % 22%
Picos posteriores =  Picos posteriores = Picos posteriores = Picos posteriores =
_____________________ 23% 5% 19% 40%
RP-HPLC Pureza = 87,8 % Pureza = 90,0 % Pureza = 88,0 % Pureza = 89,6 %
Picos previos = Picos previos = Picos previos = Picos previos =
78 % 52% 51% 4,7 %
Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 = Pico posterior 1 =
2,7 % 3,0% 4,0 % 3,3%
Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 = Pico posterior 2 =
_____________________ 7%  18%  29% 24%
potencia 1,098 + 0,100 0,911 + 0,045 0,891 + 0,032 1,106 + 0,047
(inhibicion de
RANKL) |
potencia (unién 0,966 + 0,065 0,851 + 0,066 1,062 + 0,065 1,023 £ 0,082

a HSA)

Los términos y expresiones que se han empleado se usan como términos de descripcion y no de limitacion, y no hay
ninguna intencion en el uso de dichos términos y expresiones de excluir ningln equivalente de las caracteristicas
mostradas y descritas o porciones de las mismas, reconociéndose que son posibles diversas modificaciones dentro
del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Formulacion que comprende un vehiculo acuoso, un tampoén y un polipéptido con SEQ ID NO: 1,
formulandose dicha formulacién para administracion a un sujeto humano, en la que el polipéptido tiene una
concentracion de al menos 30 mg/ml, en la que el tampdn es hidrogenofosfato de disodio (Na;HPO,), pH
7,0 a una concentracion de 10 mM.

Formulacion de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido tiene una concentracion de al menos 60 mg/ml.
Formulacion de la reivindicacion 2, en la que el polipéptido tiene una concentracion de al menos 80 mg/ml.

Formulacion de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido tiene un perfil de temperatura de fusion bifasico
en el que una Tm1 es de al menos 60 °C o mas, preferentemente al menos 61 °C o mas, mas
preferentemente al menos 62 °C o mas y Tm2 es de al menos 65 °C o mas, preferentemente al menos
66 °C o mas, mas preferentemente al menos 67 °C o mas, como se mide mediante el ensayo de
desplazamiento térmico y/o calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el polipéptido:

- es estable durante el almacenamiento a una temperatura de 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas
(preferentemente al menos 4 semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas
preferentemente al menos 8 semanas o mas), determinandose dicha estabilidad mediante el hecho de
que menos del 25 % de los polipéptidos forma dimeros como se evalia mediante SE-HPLC.

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que no mas de un 5% de los
polipéptidos forma agregados como se mide mediante SE-HPLC, recuento de particulas subvisibles,
ultracentrifugacion analitica y/o dispersion dinamica de la luz.

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que

- al menos un 80 % (preferentemente un 90 %) de los polipéptidos conserva su actividad de union a
RANKL tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o
mas) en comparacion con la actividad de union antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad
de unién mediante ELISA y/o Biacore; y/o

- al menos un 80 % (preferentemente el 90 %) de los polipéptidos conserva su actividad de unién a HSA
tras el almacenamiento a 37 °C+5 °C hasta al menos 2 semanas (preferentemente al menos 4
semanas, mas preferentemente al menos 6 semanas, lo mas preferentemente al menos 8 semanas o
mas) en comparacion con la actividad de union antes del almacenamiento, midiéndose dicha actividad
de unién mediante ELISA y/o Biacore.

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que tiene una osmolalidad de
290 + 60 mOsm/kg.

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas una sal.
Formulacion de la reivindicacion 9, en la que la sal es NaCl a una concentracion de 115 mM.

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la formulacion comprende un
tensioactivo seleccionado entre Tween20 o Tween80 a una concentracion de hasta un 0,01 % (v:v).

Formulacion de la reivindicacion 11, en la que SEQ ID NO: 1 es estable bajo estrés mecanico seleccionado
entre:

- agitacion durante de 10 s a 1 min
- empuje a través de una aguja (25 G, 26 G, 27 G, 28 G, 29 G o mas) con una jeringuilla,

- rotacion durante dos dias a 10 rpm, y

agitar durante 1 hora a temperatura ambiente y 2 dias a 4 °C a al menos 10 rpm (tal como 50 rpm, 100
rpm o mas).

Formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende
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- 65 mg/ml de SEQ ID NO: 1;

- 10 mM de hidrogenofosfato de disodio (NazHPO,);
- 115 mM de cloruro de sodio (NaCl);

- Tween80 al 0,01 % (v:v).

Procedimiento para la preparacién de una formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que
comprende la etapa de concentrar el polipéptido con SEQ ID NO: 1 e intercambiarlo con un tampén.

Formulacion que se produce mediante la liofilizacion o el secado por pulverizacion de la formulacién de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

Procedimiento para la preparaciéon de la formulacion liofilizada o secada por pulverizaciéon de la
reivindicacion 15, que comprende la etapa de liofilizar o secar por pulverizacién una disoluciéon de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

Recipiente sellado que contiene una formulacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13 0 15.

Forma de dosificaciéon unitaria farmacéutica adecuada para la administracion parenteral a un ser humano,
que comprende una formulacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 0 15 en un
recipiente adecuado.

La forma de dosificacion unitaria farmacéutica de la reivindicacion 18, que es adecuada para la
administracion subcutanea.

Kit que comprende uno o mas de los recipientes sellados de acuerdo con la reivindicacion 17 y/o formas de
dosificacién unitaria farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, e
instrucciones para el uso de la formulacion.

Formulacion, recipiente, dosificacion unitaria farmacéutica o kit de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, 15 0 17 a 20, para su uso en tratamiento.

Formulacion, recipiente, dosificacion unitaria farmacéutica o kit de acuerdo con la reivindicaciéon 21, en la

que la enfermedad o trastorno es osteoporosis, osteopatias relacionadas con cancer, y/o pérdida dsea
asociada con autoinmunidad y/o infeccion virica.
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Figura 4
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Figura 11
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Figura 11: continuacién
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Figura 11: continuacion
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' Figura 18(A)
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Figura 18(B)
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Figura 21
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Figura 22

Muestras:

1. RANKLOOS diluido hasta 5 mg/ml sin Tween-80

2. RANKLOOB diluido hasta 5 mg/ml con Tween-80 al 0,01%
3. RANKLOOS8 sin diluir sin Tween-80

4, RANKLOOS8 sin diluir con Tween-80 al 0,01%

Diluido/sin diluir Sin Tween-80 Tween-80 al 0,01%

Opaco (muestra 1) | Transparente (muestra 2)
Mas espuma (muestra 1) | Espuma (muestra2)
Transparente (muestra 3) | Transparente (muestra 4) |
| Mas espuma (muestra 3) | Espuma (muestra 4)

Diluido hasta 5mg/mil ’

Sin diluir
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Figura 25
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Figura 34

Analisis acumulativo
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