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DESCRIPCION
Formulacién de anticuerpos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica de un anticuerpo contra BAFFR (receptor de BAFF), un
proceso para su preparacion y usos de la formulacion.

Antecedentes

El par BAFFR:BAFF participa de forma critica en la maduracion de linfocitos B transicionales, para la supervivencia y
activacion de linfocitos B maduros y para el intercambio de la clase de isotipo como respuesta a antigenos dependientes
de linfocitos T. BAFF y su receptor BAFFR también son importantes para la supervivencia y el crecimiento de linfocitos B
malignos. Ademas, normalmente BAFFR no se expresa en prelinfocitos B, pero recientemente se ha demostrado que se
expresa en células humanas ALL (siglas en inglés referentes a la leucemia linfoblastica aguda de linaje B) (Parameswaran,
2010, Cancer Res. 70(11) 4346-4356). La eliminacion de linfocitos B autorreactivos y el bloqueo de la
activacion/supervivencia inadecuadas mediadas por niveles de BAFF en exceso en pacientes que padecen trastornos
inmunitarios o cancer representan un objetivo terapéutico bien validado. Por lo tanto, un anticuerpo anti-BAFFR, en
particular un anticuerpo que pueda poseer citotoxicidad mediada por células dependientes del anticuerpo (ADCC) y capaz
de bloquear el ligando de unién a BAFFR, puede ofrecer un agente terapéutico eficaz en enfermedades autoinmunitarias
y neoplasias de linfocitos B.

Los anticuerpos contra BAFFR se describen, por ejemplo, en el documento WO 2010/007082 e incluyen anticuerpos que
se caracterizan por comprender un dominio Vx con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 y un dominio VL con
la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2. El anticuerpo MOR6654 es un anticuerpo de este tipo (IgG1 kappa).
Tiene la secuencia de amino&cidos de la cadena pesada de la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoécidos de la cadena
ligera de la SEQ ID NO: 10. Este anticuerpo se puede expresar a partir de las SEQ ID NO: 14 y 15, preferentemente en
una célula hospedadora que carezca de fucosiltransferasa, por ejemplo, en una linea celular de mamifero con un gen
FUT8(-/-) inactivo, para proporcionar un anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado funcional con ADCC mejorada. Este
anticuerpo se denomina en lo sucesivo en la presente MOR6654B. En la técnica se conocen medios alternativos para
producir anticuerpos no fucosilados.

Los anticuerpos terapéuticos se formulan normalmente ya sea en forma acuosa lista para la administracion parenteral o
como liofilizados para su reconstitucion con un diluyente adecuado antes de su administracién.

La Solicitud Internacional PCT/EP2011/072248 describe liofilizados que pueden ser reconstituidos para obtener una
solucién con una concentracion elevada del anticuerpo como principio activo y un nivel bajo de agregacion del anticuerpo
para su suministro a un paciente. Las concentraciones elevadas del anticuerpo son Utiles ya que reducen el volumen de
dosificacién, que debe ser suministrado a un paciente. Los volumenes de dosificacién reducidos minimizan el tiempo
necesario para suministrar una dosis fija al paciente.

Las composiciones farmacéuticas formuladas para que contengan una concentraciéon elevada del anticuerpo pueden
tener, sin embargo, un periodo de validez corto y los anticuerpos formulados pueden perder su actividad biolégica como
resultado de inestabilidades fisicas y quimicas durante el almacenamiento. Existe constancia de que, entre ellas, la
agregacion, desamidacién y oxidacion son las causas mas habituales de la degradacion de los anticuerpos. Ademas, la
agregacion puede conducir potencialmente a un incremento de la respuesta inmunitaria en los pacientes, lo cual conlleva
problemas de seguridad. Por lo tanto, la agregacién de los anticuerpos en las composiciones farmacéuticas se debe
minimizar o prevenir.

Divulgacién de la invencion

Por consiguiente, un objetivo de la presente invencidn consiste en proporcionar composiciones farmacéuticas adicionales
y mejoradas que comprendan anticuerpos anti-BAFFR, formuladas de modo que permitan una concentracion elevada de
los anticuerpos anti-BAFFR con una agregacion de los anticuerpos nula o sustancialmente nula.

Otro objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar una formulaciéon de anticuerpos anti-BAFFR adecuada
para la administracion subcutanea. La ventaja de la inyeccion subcutanea es que le permite al médico practicante
realizarla en una intervencién mas bien corta con el paciente. Ademas, se puede ensefar al paciente para que realice la
inyeccién subcutéanea por si mismo.

Este objetivo se cumple con las composiciones acuosas farmacéuticas de la presente invencién. Las composiciones
acuosas de la invencion comprenden una concentracion elevada de anticuerpos anti-BAFFR no fucosilados, pero no
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contienen o esencialmente no contienen anticuerpos agregados vy, por lo tanto, son particularmente adecuadas para la
administracion subcutanea.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacién 1, que
comprende un anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado.

La invencion proporciona ademas un dispositivo de suministro que comprende la composicion acuosa de la invencion
como se describe en la reivindicacion 1.

El dispositivo de suministro se puede proporcionar en forma de una jeringa prerrellenada que comprende la composicion
acuosa de la invencién como se describe en la presente.

La presente invencién proporciona ademas la composicion o el sistema de suministro, o la jeringa prerrellenada de la
invencion como se describe en la presente, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno de acuerdo con
las reivindicaciones 4-6.

En particular, la composicion farmacéutica o el sistema de suministro, o la jeringa prerrellenada de la invenciéon como se
describe en la presente se puede utilizar en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, neoplasias de linfocitos B
tales como linfoma, leucemia o mieloma, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren o pénfigo
vulgar.

La invencion se basa, al menos en parte, en las propiedades de anticuerpos formulados tales como MOR6654B, que
conservan una estabilidad y unas propiedades bioactivas excepcionales cuando se formulan con una concentracién
elevada como una composicion liquida (acuosa).

Una composicion farmacéutica «acuosa», tal como se utiliza en la presente, es una composicién adecuada para su uso
farmacéutico, donde el portador acuoso es agua destilada. Una composicién adecuada para su uso farmacéutico puede
ser estéril, homogénea y/o isotdnica. Las composiciones farmacéuticas acuosas se pueden preparar ya sea directamente
en forma acuosa, por ejemplo, en una jeringa prerrellenada lista para ser utilizada (las «formulaciones liquidas») o como
un liofilizado que ha de ser reconstituido poco antes de su uso.

La expresion «composicién farmacéutica acuosa», tal como se utiliza en la presente, se refiere a la formulacion liquida o
la formulacion liofilizada reconstituida. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencion
son adecuadas para la administracion parenteral a un sujeto humano. En una realizacion especifica, las composiciones
farmacéuticas acuosas de la invencion son adecuadas para la administracion subcutanea.

La expresién «administracion parenteral», tal como se utiliza en la presente, significa un modo de administracion diferente
de la administracion enteral y tépica, generalmente por inyeccién e incluye, sin limitacion, la inyeccion e infusion
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbitaria, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.

El uso de anticuerpos como principio activo de farmacos esta muy extendido en la actualidad, incluidos los productos
HERCEPTIN™ (trastuzumab), RITUXAN™ (rituximab), SYNAGIS™ (palivizumab), etc. Las técnicas para la purificacion
de anticuerpos terapéuticos hasta calidad farmacéutica son muy conocidas en la técnica.

La composicion habitualmente no sera pirégena, p. ej., contendra < 1 UE (unidad de endotoxina, una medida estandar)
por dosis y preferentemente < 0.1 UE por dosis. La composicion esta preferentemente exenta de gluten.

En realizaciones especificas, las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencion exhiben niveles bajos o
indetectables de degradacion o agregacion de los anticuerpos, con una pérdida de las actividades bioldégicas muy pequena
o nula durante la fabricacion, preparacion, transporte y periodos largos de almacenamiento, siendo la concentracién del
anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado de 150 mg/mL.

En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica acuosa con 150 mg/mL de anticuerpo anti-BAFFR
no fucosilado.

Existe constancia en la técnica de que tales composiciones farmacéuticas acuosas de concentracion elevada se pueden
diluir antes de su inyeccién, por ejemplo, si se requieren concentraciones del anticuerpo mas bajas para intervenciones
terapéuticas especificas o cuando se traten pacientes de peso corporal mas bajo, incluidos los nifios. Las concentraciones
adecuadas pueden ser de 25 mg/mL o 10mg/mL. Como alternativa, la formulacién original se puede producir con tal
concentracién mas baja.

El término «anticuerpo», tal como se hace referencia a él en la presente, incluye anticuerpos enteros y cualquier fragmento
de unién al antigeno (es decir, «porcidén de unién al antigeno») o cadenas individuales de este. Un «anticuerpo» natural
es una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
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enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una region variable de la cadena pesada (abreviada en la presente
como VH) y una region constante de la cadena pesada. La regién constante de la cadena pesada comprende tres o cuatro
dominios, dependiendo del isotipo, Ch1, CH2, Ch3 y Ch4. Cada cadena ligera comprende una region variable de la cadena
ligera (abreviada en la presente como VL) y una regién constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena
ligera comprende un dominio, Cv. Las regiones Vu y VL se pueden subdividir ademas en regiones de hipervariabilidad,
denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas
conservadas, denominadas regiones de entramado (FR). Cada Vu y VL esta compuesta por tres CDR y cuatro FR
dispuestas desde el extremo aminico hasta el extremo carboxilico en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDRS3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interacciona con
un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a factores o tejidos
hospedadores, que incluyen varias células del sistema inmunitario (p. €j., células efectoras) y el primer componente (C1q)
del sistema del complemento clasico.

La expresion «porcion de unién al antigeno» de un anticuerpo (o simplemente «porcién del antigeno»), tal como se utiliza
en la presente, se refiere a la longitud completa o uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad
para unirse especificamente a un antigeno (p. €j., una porcién de BAFFR). Se ha demostrado que la funcién de unién al
antigeno de un anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de
fragmentos de union abarcados dentro de la expresion «porcion de unién al antigeno» de un anticuerpo incluyen un
fragmento Fab, un fragmento monovalente constituido por los dominios Vi, VH, CL y Cul; un fragmento F(ab)z, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; un fragmento
Fd constituido por los dominios Vi y CH1; un fragmento Fv constituido por los dominios VL y Vu de un Unico brazo de un
anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al., 1989 Nature 341:544-546), que esta constituido por un dominio Vu; y una
region determinante de la complementariedad (CDR) aislada.

Ademés, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vh, estén codificados por genes separados, se pueden unir,
utilizando métodos recombinantes, a través de un conector sintético que les permite ser preparados como una unica
cadena proteica en la que las regiones VL y Vu se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
monocatenario (scFv); remitase, p. €j., a Bird et al., 1988 Science 242:423-426; y Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad.
Sci. 85:5879-5883). Se pretende que la expresién «region de unién al antigeno» de un anticuerpo también abarque los
anticuerpos monocatenarios de este tipo. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen utilizando técnicas convencionales
conocidos por los expertos en la materia y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la misma manera que
para los anticuerpos intactos.

Un «anticuerpo aislado», tal como se utiliza en la presente, se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente exento
de otros anticuerpos con especificidades antigénicas diferentes, p. €j., un anticuerpo aislado que se une especificamente
a BAFFR humano esta sustancialmente exento de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos diferentes de
BAFFR. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a BAFFR puede, sin embargo, presentar reactividad cruzada
con otros antigenos, tales como moléculas de BAFFR de otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar
sustancialmente exento de otro material celular y/o productos quimicos.

Las expresiones «anticuerpo monoclonal» o «composicion de anticuerpo monoclonal», tal como se utilizan en la presente,
se refieren a un preparado de moléculas de anticuerpo de composicién molecular tnica. Una composicién de anticuerpo
monoclonal presenta una Unica especificidad de unién y afinidad por un epitopo particular.

La expresion «anticuerpo humano», tal como se utiliza en la presente, incluye anticuerpos con regiones variables en las
que tanto las regiones de entramado como las CDR derivan de secuencias de origen humano. Ademas, si el anticuerpo
contiene una region constante, la regién constante también deriva de tales secuencias humanas, p. €j., secuencias de la
linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de la linea germinal humana o un anticuerpo que contiene
secuencias de entramado consenso derivadas del andlisis de secuencias de entramado humanas, por ejemplo, tal como
se describe en Knappik, et al. (2000. J Mol Biol 296, 57-86).

Las estructuras y ubicaciones de los dominios variables de inmunoglobulina, p. ej. CDR, se pueden definir utilizando
esquemas de numeracién muy conocidos, p. €j., el esquema de numeraciéon de Kabat, el esquema de numeracién de
Chothia, una combinacién de Kabat y Chothia (AbM), etc. (remitase, p. €j., a las Secuencias de proteinas de interés
inmunolégico, Departamento Estadounidense de Sanidad y Servicios Humanos (1991), eds. Kabat et al.; Al Lazikani et
al. (1997) J. Mol. Bio. 273:927 948). A lo largo de esta memoria descriptiva, la regién determinante de la
complementariedad («CDR») se define de acuerdo con la definicién de Kabat con la excepcion de CDRH1, que es el
tramo de aminoé&cidos definido por una combinacién de las dos definiciones de Kabat y Chothia para esta CDR.

Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos aminoacidicos no codificados por secuencias humanas
(p. €j., mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o dirigida in vitro, o0 mediante mutaciéon somatica in vivo).
Sin embargo, no se pretende que la expresion «anticuerpo humano», tal como se utiliza en la presente, incluya anticuerpos
en los que se han injertado secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un
ratén, en secuencias de entramado humanas.
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La expresion «anticuerpo monoclonal humano» se refiere a anticuerpos que presentan una Unica especificidad de unién,
los cuales presentan regiones variables en las que tanto las regiones de entramado como de CDR derivan de secuencias
humanas.

La expresion «anticuerpo humano recombinante», tal como se utiliza en la presente, incluye todos los anticuerpos
humanos que se preparan, expresan, crean o aislan utilizando medios recombinantes tales como anticuerpos aislados a
partir de un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico o transcromosomico para genes de inmunoglobulina humana o un
hibridoma preparado a partir de estos, anticuerpos aislados a partir de una célula hospedadora transformada para que
exprese el anticuerpo humano, p. €j., a partir de un transfectoma, anticuerpos aislados a partir de una coleccion de
anticuerpos humanos combinatoria recombinante, y anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante
cualquier otro medio que implique el corte y empalme de la totalidad o una porcién de un gen de inmunoglobulina humana,
secuencias para otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables en las
que las regiones de CDR y entramado derivan de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. En ciertas
realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes se pueden someter a mutagénesis in vitro (o,
cuando se utiliza un animal transgénico para las secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y, de este
modo, las secuencias de aminoacidos de las regiones Vu y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que,
aunque derivan de las secuencias de V1 y VL de la linea germinal humana y estan relacionadas con ellas, puede que no
existan de forma natural en el repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

El término «isotipo», tal como se utiliza en la presente, se refiere a la clase de anticuerpo (p. €j., IgM, IgA, IgD, IgE e IgG
tal como IgG1, 1I9G2, IgG3 o IgG4) que es proporcionada por los genes de la region constante de la cadena pesada.

Las expresiones «un anticuerpo que reconoce a un antigeno» y «un anticuerpo especifico para un antigeno» se utilizan
indistintamente en la presente con la expresién «un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno».

Un anticuerpo que «se une especificamente a un polipéptido BAFFR» o un «anticuerpo anti-BAFFR», tal como se utiliza
la presente, se refiere a un anticuerpo que se une a un polipéptido BAFFR humano de SEQ ID NO: 13 con una Ko de 100
nM o inferior, 10 nM o inferior, 1 nM o inferior. Un anticuerpo que «reacciona de forma cruzada con un antigeno distinto
de BAFFR» se refiere a un anticuerpo que se une a ese antigeno con una Kp de 0.5 x 108 M o inferior, 5 x 10-° M o inferior,
02 x 10 M o inferior. Se pretende que un anticuerpo que «no reacciona de forma cruzada con un antigeno particular»
se refiera a un anticuerpo que se une a ese antigeno con una Ko de 1.5 x 108 M o superior, o una Kp de 5-10 x 108 M o
1 x 107 M o superior. En ciertas realizaciones, tales anticuerpos que no reaccionan de forma cruzada con el antigeno
exhiben una unién esencialmente indetectable frente a esas proteinas en ensayos de union estandar.

La concentracién del anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado en la composicion farmacéutica acuosa de la invencién es de
150 mg/mL.

La composicién farmacéutica acuosa de la invencién comprende 150 mg/mL de anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado, tal
como se describe en la reivindicacion 1, es decir, MOR6654B.

Ademas, las composiciones farmacéuticas acuosas de acuerdo con la divulgacion son estables de modo que, incluso
después de un almacenamiento durante 4 semanas a 2-8 °C, menos de un 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0.05% o 0.01% del
anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado total se ha agregado, segun se mide mediante SEC-HPLC.

Las composiciones farmacéuticas acuosas de acuerdo con la divulgacién son estables de modo que, incluso después de
un almacenamiento durante 2 meses a 2-8 °C, menos de un 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0.05% o 0.01% del anticuerpo anti-
BAFFR no fucosilado total se ha agregado, segin se mide mediante SEC-HPLC.

Las composiciones farmacéuticas acuosas pueden incluir, ademas del anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado,
componentes adicionales tales como uno 0 mas de los siguientes: (i) un estabilizante; (ii) un agente tamponante; (iii) un
surfactante; y (iv) un aminoacido libre. La inclusién de cada uno de tales componentes adicionales puede proporcionar a
las composiciones una agregacion baja del anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado.

Un estabilizante adecuado para su uso con la invencién puede actuar, p. ej., como agentes potenciadores de la viscosidad,
agentes espesantes, agentes solubilizantes y/o similares. El estabilizante puede ser idnico o no iénico (p. €j., azlcares).
Como azlcares se incluyen, sin caracter limitante, monosacaridos, p. €j., fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-
manosa, sorbosa y similares; disacaridos, p. €j., lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa y similares; polisacéridos, p. €j.,
rafinosa, melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles tales como manitol, xilitol, maltitol,
lactitol, xilitol sorbitol (glucitol) y similares. Por ejemplo, el azicar puede ser sacarosa, trehalosa, rafinosa, maltosa, sorbitol
o manitol. El azdcar puede ser un alditol 0 un aminoazucar. La sacarosa es particularmente Gtil. Como estabilizantes
idnicos se incluyen sales tales como NaCl o componentes aminoacidicos tales como arginina-HCI.

Los agentes tamponantes adecuados para su uso con la invencion incluyen, sin caracter limitante, sales de &cidos
organicos tales como sales del &cido citrico, acido ascérbico, acido glucénico, &cido carbdnico, &cido tartarico, acido
succinico, acido acético o acido ftalico; Tris, clorhidrato de tometamina o tampén de fosfato. Ademas, también se pueden
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utilizar componentes aminoacidicos como agente tamponante. Un componente aminoacidico de este tipo incluye, sin
caracter limitante, glicina e histidina. Un tamp6n de histidina es particularmente util.

Las composiciones farmacéuticas acuosas incluyen un agente tamponante o agente regulador del pH de este tipo para
proporcionar un control del pH mejorado. La composicién farmacéutica acuosa de la invencion tiene un pH de 6.0.

El término «surfactante», tal como se utiliza en la presente, se refiere a sustancias organicas que tienen estructuras
anfifaticas, es decir, se componen de grupos con tendencias de solubilidad opuestas, normalmente una cadena
hidrocarbonada liposoluble y un grupo iénico hidrosoluble. Los surfactantes se pueden clasificar, dependiendo de la carga
del resto de superficie activa, en agentes anidnicos, catiénicos y dispersantes para varias composiciones farmacéuticas y
preparados de materiales bioldgicos.

Los surfactantes adecuados incluyen, sin caracter limitante, surfactantes no idnicos, surfactantes iénicos y surfactantes
zwitteriénicos. Los surfactantes tipicos para su uso con la invencién incluyen, sin caracter limitante, ésteres de &cidos
grasos y sorbitén (p. ej., monocaprilato de sorbitan, monolaurato de sorbitan, monopalmitato de sorbitan), trioleato de
sorbitan, ésteres de acidos grasos y glicerina (p. ej., monocaprilato de glicerina, monomiristato de glicerina, monoestearato
de glicerina), ésteres de acidos grasos y poliglicerina (p. ej., monoestearato de decaglicerilo, diestearato de decaglicerilo,
monolinoleato de decaglicerilo), ésteres de acidos grasos y sorbitan polioxietilenados (p. ej., monolaurato de sorbitan
polioxietilenado, monooleato de sorbitan polioxietilenado, monoestearato de sorbitan polioxietilenado, monopalmitato de
sorbitan polioxietilenado, trioleato de sorbitan polioxietilenado, triestearato de sorbitan polioxietilenado), ésteres de acidos
grasos y sorbitol polioxietilenados (p. ej., tetraestearato de sorbitol polioxietilienado, tetraoleato de sorbitol
polioxietilenado), ésteres de acidos grasos y glicerina polioxietilenados (p. €j., monoestearato de glicerilo polioxietilenado),
ésteres de acidos grasos y polietilenglicol (p. €j., diestearato de polietilenglicol), éteres alquilicos de polioxietileno (p. €;j.,
éter laurilico de polioxietileno), éteres alquilicos de polioxipropileno polioxietilenados (p. ej., polioxipropilenglicol
polioxietilenado, éter propilico de polioxipropileno polioxietilenado, éter cetilico de polioxipropileno polioxietilenado), éteres
alquilfenilicos de polioxietileno (p. ej., éter nonilfenilico de polioxietileno), aceites de ricino hidrogenados polioxietilenados
(p. ej., aceite de ricino polioxietilenado, aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado), derivados de cera de abejas
polioxietilenados (p. €j., cera de abejas de sorbitol polioxietilenada), derivados de lanolina polioxietilenados (p. €j., lanolina
polioxietilenada) y amidas de acidos grasos polioxietilenadas (p. ej., amida del acido estearico polioxietilenada); (alquil
Ci10-C1s)sulfatos (p. €j., cetilsulfato de sodio, laurilsulfato de sodio, oleilsulfato de sodio), sulfato de éter de alquilo C1o-C1s
polioxietilenado con un promedio de 2 a 4 moles de unidades de 6xido de etileno afadidas (p. €j., laurilsulfato sédico
polioxietilenado) y sales de ésteres de tipo (alquil C1-C1s)sulfosuccinato (p. ej., éster laurilsulfosuccinato de sodio); y
surfactantes naturales tales como lecitina, glicerofosfolipido, esfingofosfolipidos (p. e€j., esfingomielina), y ésteres de
sacarosa de acidos grasos C12-C1s. Una composicion puede incluir uno o méas de estos surfactantes. Los surfactantes
preferidos son ésteres de acidos grasos y sorbitan polioxietilenados, p. €j., polisorbato 20, 40, 60 u 80. El polisorbato 20
(Tween 20) es particularmente util.

Los aminodcidos libres adecuados incluyen, sin cardacter limitante, arginina, lisina, histidina, ornitina, isoleucina, leucina,
alanina, glicina, acido glutamico o acido aspartico. Se prefiere la inclusion de un aminoacido basico, es decir, arginina,
lisina y/o histidina. Si una composicion incluye histidina, entonces esta puede actuar a la vez como agente tamponante y
como aminoacido libre, pero cuando se utiliza un tampén de histidina es habitual incluir un aminoacido libre que no sea la
histidina, p. €j., incluir lisina y un tampén de histidina. Un aminoacido puede estar presente en su forma D y/o L, pero la
forma L es habitual. EI aminoacido puede estar presente como cualquier sal adecuada, p. €j., una sal de tipo clorhidrato
tal como arginina-HCI.

Otros excipientes contemplados, que se pueden utilizar en las composiciones farmacéuticas acuosas, incluyen, por
ejemplo, agentes saborizantes, agentes antimicrobianos, edulcorantes, antioxidantes, agentes antiestaticos, lipidos tales
como fosfolipidos o acidos grasos, esteroides tales como colesterol, excipientes proteicos tales como albumina de suero
(albumina de suero humano), albumina humana recombinante, gelatina, caseina, contraiones que forman sales tales
como sodio y similares. Estos y otros excipientes farmacéuticos conocidos y/o aditivos adecuados para su uso en las
formulaciones son conocidos en la técnica, p. €j., tal como se enumeran en The Handbook of Pharmaceutical Excipients,
4.2 edicion, Rowe et al., Eds., American Pharmaceuticals Association (2003); y Remington: the Science and Practice of
Pharmacy, 21.2 edicion, Gennaro, Ed., Lippincott Williams & Wilkins (2005).

Las composiciones farmacéuticas acuosas pueden incluir otros principios activos ademas del anticuerpo anti-BAFFR no
fucosilado. Otros agentes farmacoldgicos pueden incluir, por ejemplo, compuestos quimioterapéuticos.

Enfermedades y trastornos diana

Las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencion que comprenden anticuerpos anti-BAFFR no fucosilados se
pueden utilizar para tratar, mejorar o prevenir varias enfermedades o trastornos. Las composiciones farmacéuticas que
comprenden anticuerpos anti-BAFFR no fucosilados son particularmente Utiles para tratar trastornos relacionados con
BAFFR tales como trastornos autoinmunitarios, p. €j., lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren, pénfigo vulgar,
artritis reumatoide, esclerosis multiple y neoplasias de linfocitos B tales como leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus
siglas en inglés) y leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (CLL, por sus siglas en inglés).
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«Un trastorno relacionado con BAFFR», tal como se utiliza en la presente, incluye afecciones asociadas con o
caracterizadas por niveles anémalos de BLyS y/o enfermedades o afecciones que se pueden tratar suprimiendo o
destruyendo linfocitos B. Estas incluyen, sin caracter limitante, afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
infecciones graves y rechazo de trasplante de tejido u érgano. Estas incluyen ademas neoplasias de linfocitos B.

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencién que comprenden anticuerpos anti-BAFFR no
fucosilados se pueden utilizar para el tratamiento, mejora o prevencion de receptores de trasplantes de corazén, pulmon,
corazén-pulmén combinados, higado, rifidn, pancreas, piel o cérnea, que incluyen rechazo de aloinjerto o rechazo de
xenoinjerto, y para la prevencion de la enfermedad de injerto frente a hospedador, por ejemplo, tras un trasplante de
médula dsea, y arteriosclerosis asociada con trasplante de 6rganos. Ademas, las composiciones farmacéuticas acuosas
de la invencién son utiles en el trasplante de 6érganos soélidos y en el rechazo de trasplante créonico y agudo mediado por
anticuerpos.

Las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencién que comprenden anticuerpos anti-BAFFR no fucosilados son
Utiles para el tratamiento, prevenciéon o mejora de una enfermedad autoinmunitaria y de afecciones inflamatorias, en
particular afecciones inflamatorias con una etiologia que incluye un componente autoinmunitario tales como artritis (por
ejemplo, artritis reumatoide, artritis proliferativa cronica y artritis deformante) y enfermedades reumaticas, que influyen
afecciones inflamatorias y enfermedades reumaticas que implican pérdida 6sea, dolor inflamatorio, espondiloartropatias,
incluida la espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, artritis reactiva, artritis psoriasica y artritis enteropaticas,
hipersensibilidad (que incluye tanto hipersensibilidad de las vias respiratorias como hipersensibilidad dérmica) y alergias.
Las enfermedades autoinmunitarias especificas para las que se pueden emplear los anticuerpos de la invencion incluyen
trastornos hematoldgicos autoinmunitarios (que incluyen, p. €j., anemia hemolitica, anemia aplasica, anemia pura de
globulos rojos y trombocitopenia idiopatica), hemofilia A adquirida, enfermedad de las crioaglutininas, crioglobulinemia,
purpura trombocitopénica trombética, sindrome de Sjégren, lupus eritematoso sistémico, trastornos musculares
inflamatorios, policondritis, escleroderma, vasculitis tal como crioglobulinemia, vasculitis de vasos grandes tal como
arteritis de células gigantes, polimialgia reumatica, vasculitis necrotizante, que incluye vasculitis asociada con anticuerpos
citoplasmaticos anti-neutrdéfilos, arteritis de Takayasu, poliarteritis nodosa, purpura de Henoch-Schonlein, y sindrome de
Churg-Strauss, neuropatia mediada por IgM, espondartritis seronegativa, sindrome de opsoclono-mioclono,
granulomatosis de Wegener, dermatomiositis, vasculitis de autoanticuerpos citoplasmaticos anti-neutréfilos (ANCA, por
sus siglas en inglés), hepatitis activa crénica, miastenia grave, psoriasis, sindrome de Steven-Johnson, pénfigo vulgar,
pénfigo foliaceo, celiaquia idiopatica, enfermedad intestinal inflamatoria autoinmunitaria (que incluye, p. ej., colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn y sindrome de intestino irritable), oftalmopatia endocrina, enfermedad de Grave,
sarcoidosis, esclerosis multiple, neuromielitis ptica, cirrosis biliar primaria, diabetes juvenil (diabetes mellitus de tipo 1),
uveitis (anterior, intermedia y posterior, asi como también panuveitis), queratoconjuntivitis seca y queratoconjuntivitis
vernal, fibrosis pulmonar intersticial, artritis psoriasica y glomerulonefritis (con y sin sindrome nefrético, p. ej., que incluye
el sindrome nefrético idiopatico o la nefropatia de cambio minimo), lupus nefritico agudo, tumores, enfermedad
inflamatoria de piel y cornea, miositis, pérdida de implantes éseos, trastornos metabdlicos tales como aterosclerosis,
diabetes y dislipidemia.

Las composiciones farmacéuticas acuosas de la invencién también pueden ser Utiles en la prevencion, mejora o
tratamiento de neoplasias de linfocitos B. Los ejemplos de tales enfermedades y afecciones incluyen, sin caracter limitante,
linfomas no hodgkinianos de linfocitos B, tales como linfoma linfocitico pequefio, linfoma linfoplasmacitoide, linfoma de
células del manto, linfoma folicular, linfoma de tejido linfoide asociado con la mucosa, linfoma difuso de células grandes y
linfoma de Burkitt; leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfoblastica de precursores B; leucemia linfocitica crénica
de linfocitos B (CLL) y mieloma mudltiple. En el alcance de la invencion se engloban otras neoplasias de linfocitos B.

Administracién al paciente

Una composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar a un paciente. La administracion se realizara
habitualmente mediante infusién o a través de una jeringa. Por lo tanto, la invencion proporciona un dispositivo de
suministro (p. €j., una jeringa) que incluye una composicion farmacéutica de la invencién (p. ej., jeringa prerrellenada).
Los pacientes recibiran una cantidad eficaz del anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado como principio activo principal, es
decir, una cantidad que sea suficiente para tratar, mejorar o prevenir la enfermedad o trastorno en cuestion. Los efectos
terapéuticos también pueden incluir la reduccion de los sintomas fisicos. La cantidad y la concentracion eficaces 6ptimas
del anticuerpo para cualquier sujeto particular dependeran de varios factores, que incluyen la edad, tamafo, estado de
salud y/o género del paciente, la naturaleza y el grado de la afeccidn, la actividad del anticuerpo particular, la tasa de su
eliminacion por parte del cuerpo y también cual(es)quiera agente(s) terapéutico(s) adicional(es) posible(s) administrado(s)
en combinacién con el anticuerpo La cantidad eficaz suministrada para una situacion dada puede ser determinada segun
el criterio de un médico. A los efectos de la presente invencion, una dosis eficaz puede ser de aproximadamente 0.005
mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, o de aproximadamente 0.05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Los agentes
farmacéuticos basados en anticuerpos conocidos proporcionan una guia a este respecto, p. ej., HERCEPTIN™ se
administra con una dosis de carga inicial de 4 mg/kg de peso corporal y una dosis de mantenimiento semanal de 2 mg/kg
de peso corporal; RITUXAN™ se administra semanalmente con una dosis de 375 mg/m?; SYNAGIS™ se administra por
via intramuscular con una dosis de 15 mg/kg de peso corporal; etc.
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La invencion también proporciona formulaciones de la invencién tal como se describen en la presente para su uso en el
tratamiento, prevencion o mejora de uno o mas de los trastornos y enfermedades que se mencionan en las
reivindicaciones 4-6.

El mamifero es preferentemente un ser humano pero también puede ser, por ejemplo, un caballo o una vaca o un perro
0 un gato. Los anticuerpos se seleccionaran idealmente para que se correspondan con la especie diana, p. €j., un
anticuerpo humano para la administracion a seres humanos, un anticuerpo equino para caballos, un anticuerpo canino
para perros, etc. Si no existen anticuerpos del hospedador nativos, entonces se puede lograr la transferencia de la
especificidad del anticuerpo de una especie a otra mediante la transferencia de residuos de CDR (y habitualmente,
ademads, uno o mas residuos de entramado) de un anticuerpo dador hacia un entramado receptor de la especie
hospedadora, p. ej., como en una humanizacién. En la técnica se conocen anticuerpos equinizados, bovinizados,
caninizados y felinizados. El anticuerpo se unira a BAFFR de la especie diana, pero también puede reaccionar de forma
cruzada con BAFFR de otras especies.

La dosificacion se puede llevar a cabo mediante un programa de dosis Unica o un programa de multiples dosis.

Los ingredientes para formar las composiciones de la invencion se pueden suministrar en envases sellados
herméticamente.

El anticuerpo anti-BAFFR

La invencion se refiere a la formulacion del anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado MOR6654B.

Un anticuerpo adecuado que puede estar comprendido en las composiciones farmacéuticas es el anticuerpo recombinante
humano MOR6654, caracterizado estructuralmente como se describe adicionalmente a continuacién. La secuencia de
aminoacidos de V de tal anticuerpo anti-BAFFR aislado se muestra en la SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos
de V. de tal anticuerpo anti-BAFFR aislado se muestra en la SEQ ID NO: 2. Un ejemplo de la secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada de longitud completa de tal anticuerpo anti-BAFFR aislado se muestra en la SEQ ID NO: 9. Un
ejemplo de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de longitud completa de tal anticuerpo anti-BAFFR aislado
se muestra en la SEQ ID NO: 10. Otro ejemplo de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de tales
anticuerpos anti-BAFFR aislados son las codificadas por las secuencias de nucleétidos de la SEQ ID NO: 11 y la SEQ ID
NO: 12, respectivamente. Otro ejemplo de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de los
anticuerpos son los codificados por las secuencias de ADN correspondientes contenidas en el plasmido pBW510 tal como
lo deposité Novartis Pharma AG, Forum 1, CH-4002 Basilea, Suiza, en DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig,
Alemania el 29 de abril de 2009 con nimero de acceso DSM22542.

Otros anticuerpos anti-BAFFR que se pueden utilizar para preparar las composiciones farmacéuticas incluyen anticuerpos
anti-BAFFR con aminoéacidos que han sido mutados mediante la delecién, insercién o sustitucién de aminoacidos, aunque
no tienen mas de 1, 2, 3, 4 o 5 deleciones, inserciones o sustituciones de aminoacidos ya sea en las regiones de cadena
pesada o ligera que se han descrito anteriormente. En una realizacién especifica, tales cambios de los aminoacidos
aparecen unicamente dentro de las regiones constantes y/o de entramado y las regiones CDR presentan una identidad
de un 100% respecto a las regiones CDR1, CDR2 y CDRS3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 3, 4y 5y respecto a las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En una realizacion especifica
mas, los cambios que se han realizado son Unicamente sustituciones conservativas de aminodcidos fuera de las regiones
CDR.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos son unas en las que el residuo aminoacidico se reemplaza por un residuo
aminoacidico que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido las familias de residuos aminoacidicos
que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga
(p. €j., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (p. €j.,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con ramificaciones beta (p. €.,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto,
uno o mas residuos aminoacidicos fuera de las regiones CDR de un anticuerpo anti-BAFFR se pueden reemplazar por
otros residuos aminoacidicos de la misma familia de cadena lateral, y el anticuerpo alterado se puede evaluar para
determinar si retiene su funcién, en particular las mismas propiedades de unién a BAFFR.

Los anticuerpos pueden estar habitualmente glicosilados. Los glicanos enlazados a través de N que se unen al dominio
CH2 de una cadena pesada, por ejemplo, pueden ejercer una influencia sobre la unién a C1qy FcR, y los anticuerpos no
glicosilados pueden presentar una afinidad de unién inferior o diferente para estos receptores. La estructura del glicano
también puede afectar a la actividad, p. ej., se pueden observar diferencias en la muerte celular mediada por el
complemento dependiendo del nimero de azlcares de tipo galactosa (0, 1 0 2) en el extremo de una cadena biantenaria
de glicano. Los glicanos de un anticuerpo preferentemente no conllevan una respuesta inmunogénica humana tras su
administracion.
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Adicionalmente o de forma alternativa, se puede preparar un anticuerpo que tenga un tipo alterado de glicosilacion tal
como un anticuerpo hipofucosilado o no fucosilado que tenga cantidades reducidas o nulas de residuos de fucosilo o un
anticuerpo que tenga cantidades mayores de estructuras de GlcNac entrecruzadas. Se ha demostrado que tales patrones
de glicosilacion alterados incrementan la capacidad de los anticuerpos de citotoxicidad mediada por células dependientes
de anticuerpos (ADCC). Tales modificaciones de los carbohidratos se pueden conseguir, por ejemplo, expresando el
anticuerpo en una célula hospedadora con una maquinaria de glicosilacion alterada. En la técnica se han descrito células
con una maquinaria de glicosilacién alterada y estas se pueden utilizar como células hospedadoras en las que se expresan
los anticuerpos recombinantes de la invencion para producir de este modo un anticuerpo con una glicosilacion alterada.
Por ejemplo, el documento EP 1 176 195 de Hang et al. describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente
alterado, que codifica una fucosil-transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en una linea celular de este tipo
exhiben hipofucosilacion o carecen de residuos de fucosilo. Por consiguiente, en una realizacién, los anticuerpos anti-
BAFFR que se incluyen en las composiciones farmacéuticas se producen mediante expresion recombinante en una linea
celular que exhibe un patrén de hipofucosilacion o no fucosilacion, por ejemplo, una linea celular de mamifero con una
expresion deficiente del gen FUT8 que codifica la fucosil-transferasa. El término MOR6654, tal como se utiliza en la
presente, engloba cualquier tipo de patron de glicosilacion. En una realizacién especifica, las composiciones
farmacéuticas comprenden un anticuerpo anti-BAFFR constituido por MOR6654, tal como se produce en una linea celular
que exhibe un patrén de hipofucosilacion o no fucosilacién, tal como MOR6654B, el cual exhibe un patron de no
fucosilacién (carece de residuos de fucosilo). La Publicacion de PCT WO 03/035835 de Presta describe una variante de
la linea celular CHO, células Lecl3, con una capacidad reducida para unir la fucosa a carbohidratos enlazados mediante
Asn(297), lo cual asimismo da como resultado la hipofucosilacion de los anticuerpos expresados en esa célula
hospedadora (remitase también a Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem. 277:26733-26740). La Publicacién de PCT WO
99/54342 de Umana et al. describe lineas celulares modificadas para que expresen glicosil-transferasas modificadoras de
glicoproteinas (p. e€j., beta(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 11l (GnTIll)) de modo que los anticuerpos expresados en
las lineas celulares modificadas exhiben un incremento de estructuras GlcNac entrecruzadas, lo cual da como resultado
una mayor actividad de ADCC de los anticuerpos (remitase también a Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).
Eureka Therapeutics describe ademés células de mamifero CHO modificadas genéticamente capaces de producir
anticuerpos con un patrén de glicosilacion en mamiferos alterado que carece de residuos de fucosilo
(http://www.eurekainc.com/about us/ companyoverview.html). Como alternativa, los anticuerpos anti-BAFFR se pueden
producir en levaduras u hongos filamentosos modificados para que tengan un patrén de glicosilacién como el de los
mamiferos y capaces de producir anticuerpos que carecen de fucosa como patrén de glicosilacién (remitase, por ejemplo,
al documento EP1297172B1).

Otra modificacién de los anticuerpos anti-BAFFR de la presente contemplada por la invencion es la pegilacion. Un
anticuerpo se puede pegilar para, por ejemplo, incrementar la semivida bioldgica (p. ej., en suero) del anticuerpo. Para
pegilar un anticuerpo, el anticuerpo, o fragmento de este, se puede hacer reaccionar normalmente con polietilenglicol
(PEG), tal como un éster reactivo o un derivado de tipo aldehido del PEG, en condiciones en las que uno o mas grupos
PEG se unan al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. La pegilacién se puede llevar a cabo mediante una reaccion de
acilacion o una reaccion de alquilacion con una molécula reactiva de PEG (o un polimero hidrosoluble reactivo analogo).

Se pretende que el término «polietilenglicol», tal como se utiliza en la presente, englobe cualquiera de las formas de PEG
que se han utilizado para derivatizar otras proteinas, tal como monoalcoxi- o ariloxi(C1-C10)polietilenglicol o
polietilenglicol-maleimida. En ciertas realizaciones, el anticuerpo que se ha de pegilar es un anticuerpo aglicosilado. Los
métodos para pegilar proteinas son conocidos en la técnica y se pueden aplicar a los anticuerpos de la invencion.
Remitase, por ejemplo, al documento EP 0 154 316 de Nishimura et al. y al documento EP 0 401 384 de Ishikawa et al.

Los anticuerpos se pueden preparar en una forma exenta de productos con los que se asociarian de forma natural. Los
componentes contaminantes del entorno natural de un anticuerpo incluyen materiales tales como enzimas, hormonas u
otras proteinas de las células hospedadoras.

Ejemplos

Preparacién de anticuerpos anti-BAFFR

El anticuerpo MOR6654 se une especificamente a BAFFR y también se describe en una solicitud internacional publicada
como W02010/007082. Es un anticuerpo humano de tipo IgG1 kappa que se obtiene mediante presentacién de fagos.
Sus cadenas pesada y ligera estan constituidas por las SEQ ID NO: 9 y 10. Las Tablas 1 y 2 siguientes resumen las
caracteristicas de las secuencias de MOR6654.

Tabla 1: Breve descripcidn de las secuencias enumeradas en la lista de secuencias de la Tabla 2

SEQ ID NO:  |Descripcion de la secuencia

1 Secuencia de aminoacidos de la region variable (VH) de la cadena pesada de MOR6654
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2 Secuencia de aminoacidos de la region variable (VL) de la cadena ligera de MOR6654
3 Secuencia de amino&cidos de HCDR1 de MOR6654
4 Secuencia de aminoacidos de HCDR2 de MOR6654
5 Secuencia de amino&cidos de HCDR3 de MOR6654
6 Secuencia de aminoacidos de LCDR1 de MOR6654
7 Secuencia de amino&cidos de LCDR2 de MOR6654
8 Secuencia de amino&cidos de LCDR3 de MOR6654
9 Secuencia de amino&cidos de la cadena pesada de longitud completa de MOR6654
10 Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de longitud completa de MOR6654
11 Secuencia de nucledtidos que codifica la SEQ ID NO:1
12 Secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO:2
13 Secuencia de amino&cidos de BAFFR humano
Secuencia de nucleétidos de longitud completa (que incluye la secuencia lider y la parte
14 constante) de la cadena pesada de MOR6654; nt 1-57 = lider; nt 58-429 = VH; nt 430-
1419 = regién constante (higG1)
Secuencia de nucleétidos de longitud completa (que incluye la secuencia lider y la parte|
15 constante) de la cadena ligera de MOR6654; nt 1-60 = lider; nt 61-384 = VL; nt 385-705 =

regién constante (hkappa)

Tabla 2: Lista de secuencias

SEQ
NO:

ID

Secuencia de aminoéacidos o nucleotidos

1

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWGWIRQSPGRGLEWLG
RIYYRSKWYNSYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARYD
WVPKIGVFDSWGQGTLVTVSS

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFISSSYLSWYQQKPGQAPRLLIYGSS
SRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQLYSSPMTFGQGTKV
EIK

GDSVSSNSAAWG

RIYYRSKWYNSYAVSVKS

YDWVPKIGVFDS

RASQFISSSYLS

GSSSRAT

(N[O (W

QQLYSSPMT
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QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWGWIRQSPGRGLEWLG
RIYYRSKWYNSYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARYDW
VPKIGVFDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

10

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFISSSYLSWYQQKPGQAPRLLIYGSS
SRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQLYSSPMTFGQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

11

CAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCAGGCCTGGTCAAGCCCTCTCAGA
CCCTGTCACTGACCTGCGCCATTTCAGGCGACAGCGTGAGCAGCAACAG
CGCCGCCTGGGGCTGGATCAGGCAGAGCCCCGGTAGGGGCCTGGAATG
GCTGGGCAGGATCTACTACAGGTCCAAGTGGTACAACAGCTACGCCGTG
AGCGTGAAGAGCAGGATCACCATCAACCCTGACACCAGCAAGAACCAGTT
CTCACTGCAGCTCAACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
TGCGCCAGATACGACTGGGTGCCCAAGATCGGCGTGTTCGACAGCTGGG
GCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCAAGC

12

GATATCGTGCTGACACAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCTGAGCCCAGGCG
AGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGGGCCAGCCAGTTTATCAGCAGCAGCTA
CCTGTCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTAGACTGCTGATC
TACGGCAGCTCCTCTCGGGCCACCGGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGC
AGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACAATCAGCAGCCTGGAGCCCG
AGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGCTGTACAGCTCACCCATGACC
TTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAG

13

MRRGPRSLRGRDAPAPTPCVPAECFDLLVRHCVACGLLRTPRPKPAGASSP

APRTALQPQESVGAGAGEAALPLPGLLFGAPALLGLALVLALVLVGLVSWRR
RQRRLRGASSAEAPDGDKDAPEPLDKVIILSPGISDATAPAWPPPGEDPGTT

PPGHSVPVPATELGSTELVTTKTAGPEQQ

11
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14

ATGGCCTGGGTGTGGACCCTGCCCTTCCTGATGGCCGCTGCCCAGTCAG
TGCAGGCCCAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCAGGCCTGGTCAAGC
CCTCTCAGACCCTGTCACTGACCTGCGCCATTTCAGGCGACAGCGTGAG
CAGCAACAGCGCCGCCTGGGGCTGGATCAGGCAGAGCCCCGGTAGGGG
CCTGGAATGGCTGGGCAGGATCTACTACAGGTCCAAGTGGTACAACAGCT
ACGCCGTGAGCGTGAAGAGCAGGATCACCATCAACCCTGACACCAGCAA
GAACCAGTTCTCACTGCAGCTCAACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCC
GTGTACTACTGCGCCAGATACGACTGGGTGCCCAAGATCGGCGTGTTCG
ACAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCAAGCGCCAGCACCAA
GGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCT
TCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTG
AACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGCT
GGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTG
ATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTAC
AGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCA
AGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGA
AAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGA
CCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTG
GACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGT
CCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGC
CCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

15

ATGAGCGTGCTGACCCAGGTGCTGGCTCTGCTGCTGCTGTGGCTGACCG
GCACCAGATGCGATATCGTGCTGACACAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCT
GAGCCCAGGCGAGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGGGCCAGCCAGTTTATC
AGCAGCAGCTACCTGTCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTA
GACTGCTGATCTACGGCAGCTCCTCTCGGGCCACCGGCGTGCCCGCCAG
GTTCAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACAATCAGCAGC
CTGGAGCCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGCTGTACAGCT
CACCCATGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGT
GGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAG
AGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACA
GCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCT
GAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTG
TACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGA
GCTTCAACAGGGGCGAGTGC

Ejemplos de formulaciones

Se deseaba obtener una formulacién liquida de concentracion elevada de MOR6654B y por lo tanto se realizaron estudios
de formulacion. Una formulacion liquida que comprendia un azucar, un agente tamponante y un surfactante fue estable y
pudo mantener concentraciones elevadas del anticuerpo.

El anticuerpo se puede producir en células hospedadoras de mamifero tales como una linea celular CHO transfectada
con vectores de expresion portadores de las secuencias codificantes de la cadena ligera y pesada con promotores de
expresion adecuados.

El anticuerpo se produce preferentemente en una linea celular de mamifero, p. €j., una linea celular CHO, modificada
utilizando, por ejemplo, la tecnologia Potelligent™ (BioWa, Inc.) que conduce a un expresion deficiente del gen FUT8 que
codifica la fucosil-transferasa. El anticuerpo resultante no esta fucosilado y se denomina en la presente MOR6654B.
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El desarrollo de una formulacion liquida de MOR6654B en un vial o una jeringa prerrellenada const6 de dos estudios. Se
llevé a cabo un primer cribado para definir los excipientes en la formulaciéon. En un segundo cribado, la formulacion
seleccionada se confirmé en el envase primario final.

Estabilidad y plan analitico

Se llevaron a cabo los siguientes métodos analiticos: ensayo de UV, HPLC de tipo cromatografia de exclusion por
tamanos, dispersion dinamica de la luz, HPLC de tipo cromatografia de intercambio catiénico, HPLC de tipo cromatografia
de fase inversa, analizador de ALP, turbidez, valor de pH, osmolalidad, MFI (siglas en inglés referentes a la tomografia
de microflujo), viscosidad, color, inspeccién visual.

Determinacion de la estabilidad

La estabilidad se determind adicionalmente tras someter las formulaciones a ciertas condiciones de estrés, que incluyeron
agitacion, ciclos de congelacién-descongelacion y exposicion prolongada a la luz (1 mes a 40 °C).

Método turbidimétrico

La turbidez se midi6 utilizando un método turbidimétrico.

Las mediciones de las muestras con el turbidimetro se realizaron siguiendo el manual de operacion (manual del
instrumento modelo 2100AN, namero: 47901-88, noviembre de 2006, edicién 2). Al inicio del andlisis, la curva de
calibracion para el instrumento se comprob6é analizando 5 muestras de calibracién, que incluyeron agua. Si los valores
medidos por el instrumento se encontraban dentro de un 5% de los valores de los patrones, entonces la curva de
calibracion pasé. Si cualquiera de los patrones no cumplio el criterio de aceptacion de un 5%, entonces el instrumento se
recalibré siguiendo el manual de operacion. Después de que el instrumento pasara la calibracion, las muestras se
introdujeron en tubos de ensayo de fondo plano de 11 mm y se analizaron.

Método de cromatografia de exclusiéon por tamafios (SEC)

En el método de SEC utilizado para analizar las formulaciones liquidas, se utilizaron los siguientes parametros del método:

Columna: TSKgel G3000SWXL

Tampédn de analisis: fosfato de K 150 mM, pH de 6.5 +/- 0.1

Tasa de flujo: 0.4 mL/min

Temperatura de la columna: 30 °C

Deteccion: 210 nm

Volumen de inyeccion: 10 uL

Temperatura de la muestra: aprox. 5 °C

Tiempo de ejecucion: 40 minutos

Velocidad del muestreo de datos: 1.0 punto/segundo (paso de Chromeleon = 1.0)

Método de HPLC de tipo cromatografia de intercambio catidénico (CEX)

El primer paso para el analisis de las muestras utilizando el método de HPLC de tipo CEX consistié en diluir todas las
formulaciones hasta 10 mg/mL utilizando agua. El segundo paso consistié en tomar la muestra diluida de 10 mg/mL y
diluirla de nuevo con la fase movil A hasta 3 mg/mL. A continuacién, la muestra se introdujo en el HPLC y se analizé.

Fase movil A: fosfato de potasio 25 mM, pH de 6.5

Fase movil B: fosfato de sodio 25 mM, NaCl 250 mM, pH de 6.5
Tasa de flujo: 1.0 mL/min

Temperatura de la columna: 30 °C +/- 2 °C

Temperatura de la muestra: 5 °C +/- 2 °C

Volumen de inyeccion: 40 uL

Tiempo de ejecucién (min): 60

Deteccion: 215 nm

Gradiente:
Tiempo % de A % de B
0 100 0
46 0 100
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51 0 10
52 100 0
60 100 0

Método de HPLC de tipo RP

El método de HPLC de tipo RP utilizado para analizar las muestras de LB-120 se llevé a cabo siguiendo los parametros
del método de RP siguientes. El gradiente en el protocolo de prueba dio como resultado la elucién de la proteina en el
volumen invalido de la columna.

Parametros del método

Informacién sobre la columna: PoroShell 300SB-C8

Fase movil A: 90% (v/v) de H20 / 10% (v/v) de ACN /0.1% (v/v) de TFA
Fase movil B: 10% (v/v) de H20 / 90% (v/v) de ACN /0.1% (v/v) de TFA
Velocidad de flujo: 2 mL/min

Temperatura de la columna: 80 °C

Deteccion: 210 nm

Volumen de inyeccion: 5 pL

Temperatura de la muestra: aprox. 5 °C

Tiempo de ejecucién: 6 minutos

Gradiente:
% de
Tiempo | A % de B
0 90 10
5 75 25
5.1 90 10
6 90 10

Método de MFI

Todas las muestras de estabilidad se evaluaron utilizando un instrumento de tomografia de microflujo (MFI) simple para
proteinas, modelo DPA 4200 con una celda de flujo de 100 um estandar (1.6 mm, SP3 con recubrimiento de silano, n.°
de cat. 4002-002-001) y un objetivo de 5x. La version del software para el MFI View System Software fue 2-R2.6.2.21.2171.

La puesta a punto del instrumento y las caracteristicas seleccionadas incluyeron:

Rechazo de particulas periféricas - seleccionado

Particulas de relleno - seleccionado (excepto para T0)

Volumen de la muestra: 0.5 mL

Volumen de purga: 0.15 mL

Aproximacion del volumen de la muestra: 0.30 mL (autocalculado)

El dia de la evaluacion, se agruparon tres (evaluacién individual) o cuatro (evaluacion por duplicado) jeringas por cada
condicion en tubos Nunc de 15 mL individuales (n.° de catalogo 339651). Todo el trabajo se llevo a cabo en una campana
de flujo laminar y las muestras de MFI se evaluaron sin dilucién.

Las secuencias de ejecucion consistieron en blancos de agua corriente antes de cada muestra y un patron para garantizar
que los niveles de referencia de las particulas eran razonables (habitualmente por debajo de 600 particulas/mL o inferiores
a un 1% de las particulas de la muestra/mL). Se emplearon lavados de agua de 30 mL o mas entre diferentes muestras y
entre muestras y patrones antes de medir los niveles de las particulas de referencia (blancos). Si los blancos no eran
aceptables, se realizaron lavados adicionales y se analizd otro blanco. Se utilizaron lavados de agua de 10 mL entre
muestras por replicado y patrones por replicado para eliminar de forma adecuada las burbujas de aire del sistema y reducir
las particulas. Se utiliz6 agua Millipore Direct-Q de tipo 1 para los blancos y los lavados (filtrada a través de 0.22 pym,
calidad de 18.2 MQ). Se utilizaron puntas de barrera Neptune de 1000 pL para suministrar la muestra al orificio de entrada
de la muestra.

Cada secuencia de muestra contenia una serie de patrones de particulas de 5.0 um certificados por el NIST (siglas en
inglés referentes al Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia) que contenian 3000 particulas/mL de tamarfio superior
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El comportamiento de los patrones se enumera en la Tabla 3.
Tabla 3. Resumen del andlisis de los patrones de particulas de NIST utilizando MFI

Punto de | Promedio del | Promedio Desviaciones de | N.° de | Lote n.°
evaluacion | blanco del patron 3 patrones patrones

TO 207 3105 +16% 4 39588, botella 2
T1 304 2222 + 6% 4 39588, botella 2
T2 337 3109 +16% 7 39588, 042512

El tamano individual de las particulas se determiné utilizando una técnica de mediciéon simple para proteinas conocida
como diametro circular equivalente (ECD, por sus siglas en inglés). EI ECD de un objeto se expresa en micras y representa
el diametro de una esfera que ocupa la misma area superficial bidimensional que la particula. La plataforma del producto
de MFI convierte el area de un objeto en un valor de ECD utilizando técnicas de conversion propias para evitar el error
inherente que se produce cuando se realizan calculos directos basados en el campo de dimensiones en perspectiva. Las
técnicas de conversién se basan en un mapeo de todo el rango de tamanos del instrumento utilizando microesferas de
poliestireno trazables de NIST. Aunque la conversion se basa en microesferas de poliestireno, la reivindicacion del
proveedor es que la operacién Unica de la plataforma del producto de MFI garantizara que los resultados obtenidos a
partir del instrumento son insensibles a las propiedades del material de las particulas. Por consiguiente, el instrumento no
requiere calibracion respecto a los tipos especificos de muestras para una operacion adecuada.

Método colorimétrico

El color de la muestra se analiz6 utilizando un procedimiento de evaluacién estandar. El valor del color para cada muestra
esta registrado en la definiciéon del color de la Farmacopea europea (EP, por sus siglas en inglés) (Tabla 4). A modo de
ejemplo, B1-B9 es la escala de color marrén tal como se define en la Farmacopea europea.

Tabla 4. Intervalo de color para la Farmacopea europea

Desde Hasta Descripcion

Y7 Y1 Escala de color amarillo

B9 B1 Escala de color marrén

BY7 BY1 Escala de color marrén-amarillo
GY7 GY1 Escala de color verde-amarillo
R7 R1 Escala de color rojo

Evaluacién de la fotoestabilidad

Se sometieron jeringas que contenian cada una de las cuatro formulaciones F1-F4 tal como se describe en la Tabla 16 a
una evaluacién de la fotoestabilidad. En resumen, se colocaron doce jeringas (tres de cada por formulacién) sobre la
superficie de una caja cubierta con 3.5 pulgadas de papel de impresién blanco que se colocé debajo de la fuente de la
lampara. Las jeringas se colocaron en orden numérico como se indica continuacion (1234 123 4 1 2 3 4) separadas
por aproximadamente 1 pulgada. Las jeringas finales (1 y 4) estaban situadas cada una de ellas a una distancia de 5
pulgadas de los extremos de la lampara.

Las fuentes de luz fueron dos lamparas de fluorescencia de color blanco frio (GE Ecolux F20T12-CW-ECO, de 20 W cada
una) y dos lamparas fluorescentes casi UV con distribuciones espectrales de 320 a 400 nm, de 20 W cada una. El tiempo
de exposicion a temperatura ambiente fue de 14 dias para las lamparas fluorescentes de color blanco frio y de 88 horas
para las lamparas casi UV.

Estudios de agitacién

Tres jeringas para cada una de las diferentes formulaciones que se debian evaluar se sacaron de las condiciones de
refrigeracion y se agruparon en tubos cénicos Nunc de 15 mL, y se inmovilizaron individualmente en la plataforma de un
agitador orbital Thermo Scientific MaxQ 2000 y se agitaron a 150 rpm durante 24 horas en condiciones de temperatura y
luz ambientales.

Estudios de ciclos de congelacién-descongelacién (F/T)

Las jeringas para cada una de las diferentes formulaciones que se debian evaluar se sacaron de las condiciones de
refrigeracion y se agruparon en tubos cénicos Nunc de 15 mL. A continuacion, las muestras agrupadas se sometieron a
5 ciclos de congelacion (-20 °C) y descongelacién (utilizando agua a temperatura ambiente).
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ESTUDIO I: _Primer cribado de las formulaciones liguidas

Se prepar6 un cribado inicial de las formulaciones para una formulacion liquida de MOR6654B, evaluando, p. €j.,
diferentes tampones, estabilizantes, excipientes y valores de pH. También se investigaron algunas formulaciones con el
fin de obtener experiencia para la seleccion del envase primario y con el fin de obtener experiencia sobre la estabilidad
de la formulacién liquida de MOR6654B en diferentes tipos de PFS (siglas en inglés referentes a las jeringas
prerrellenadas).

Preparaciéon de las muestras

Las formulaciones se produjeron utilizando una sustancia farmacolégica (MOR6654B) obtenida a partir de una linea
celular CHO que expresaba el anticuerpo monoclonal afucosilado, del cual se aumenté su concentracién hasta 160 g/L
en agua. La sustancia farmacolégica MOR6654B se mezclé con una cantidad adecuada de solucién de dilucién de
excipientes, se filtré de forma estéril y se introdujo de forma aséptica en una PFS estéril de 1mL (volumen de rellenado
de 0.7 mL) o viales de vidrio de 6 mL (volumen de rellenado de 3.6 mL) y se tap6 con tapones Daikyo D21-7S V10-F7-
3WRS RB2-TR lyo. Todas las formulaciones evaluadas tenian una concentracion de 100 g/L de MOR6654B.

Tabla 5: Lista de formulaciones, primer cribado de formulaciones liguidas de MOR6654B (100 g/L)
EP (envase primario); HPbCD (hidroxiproil-b-ciclodextrina)

Form pH tampoén 20 mM estabilizante surfactante EP

1 6.5 |Histidina Trehalosa 270 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
2 6.5 |Citrato ArgHCI 150 mM Poloxamero 188 0.3% PFS
3 6.5 Histidina Trehalosa 270 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
4 7  |Succinato ArgHCI 150 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
5 7 |Citrato Trehalosa 270 mM Ninguno PFS
6 7 Histidina Manitol 270 mM Poloxamero 188 0.3% PFS
7 6 [Citrato Manitol 270 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
8 6.5 Histidina Trehalosa 270 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
9 6 | Histidina ArgHCI 150 mM Ninguno PFS
10 6 |Succinato Trehalosa 270 mM Poloxamero 188 0.3% PFS
11 6.5 |Succinato Manitol 270 mM Ninguno PFS
12 6.5 |Succinato Trehalosa 270 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
13 6.5 |Histidina Trehalosa 270 mM HPbCD 2.5 mM PFS
14 6.5 Histidina NaCl 150 mM Polisorbato 20 0.04% PFS
15 6.5 Histidina Trehalosa 270 mM Polisorbato 20 0.04% VIAL
16 6.5 |Histidina Trehalosa 270 mM Poloxamero 188 0.3% VIAL
Resultados

Tablas de resultados para la cromatografia de exclusién por tamanos (SEC-HPLC)

Tabla 6 Pureza segun SEC, muestras en estrés de congelacién-descongelacién

Formulacion Productos de agregacion  Pico principal Productos de degradacion

1 0.52 99.38 0.10
2 0.59 99.31 0.10
3 0.51 99.39 0.10
4 0.62 99.29 0.08
5 0.62 99.29 0.10
6 1.92 97.94 0.13
7 1.26 98.66 0.08
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Formulacion Productos de agregacion  Pico principal Productos de degradacion
8 0.53 99.36 0.10
9 0.56 99.35 0.10
10 0.64 99.28 0.08
11 1.75 98.15 0.10
12 0.56 99.38 0.07
13 0.51 99.40 0.09
14 0.72 99.19 0.08
15 0.56 99.35 0.09
16 0.56 99.36 0.09

Tabla 7 Pureza segun SEC, muestras en estrés de agitacion

Formulacion Productos de agregacion Pico principal Productos de degradacion
1 0.51 99.37 0.12
2 0.60 99.31 0.09
3 0.52 99.38 0.10
4 0.68 99.23 0.09
5 0.73 99.16 0.11
6 0.70 99.18 0.12
7 0.65 99.25 0.10
8 0.54 99.35 0.11
9 0.53 99.37 0.10
10 0.64 99.27 0.09
11 0.64 99.25 0.10
12 0.58 99.30 0.13
13 0.53 99.37 0.10
14 0.62 99.25 0.13
15 0.57 99.31 0.12
16 0.58 99.30 0.12

Tabla 8 Pureza segun SEC, muestras en estrés térmico (40 °C)

Formulacion Productos de agregacion Pico principal Productos de degradacion
1 1.09 95.84 3.07
2 1.05 95.93 3.02
3 1.13 95.72 3.15
4 1.34 95.22 3.44
5 2.06 94.06 3.88
6 1.58 94.77 3.65
7 1.33 95.75 2.92
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Formulacion Productos de agregacion Pico principal Productos de degradacion
8 1.13 95.75 3.12
9 0.90 95.89 3.21
10 1.24 95.78 2.98
11 1.45 95.48 3.07
12 1.14 95.81 3.05
13 1.02 95.90 3.08
14 1.21 95.63 3.17
15 1.32 94.75 3.92
16 1.51 93.56 4.93
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Tabla 9: Pureza segun SEC para t0 y muestras de estabilidad a 5 °C

Form Producto's'de Producto.s’de Producto.s’de Productos. ’de Productos' fie Productos. ’de

agregacion agregacion agregacion degradacion degradacion degradacion

T0 3mesesa5°C 6 mesesa5°C T0 3mesesa5°C 6 mesesa5°C
1 0.46 0.53 0.54 0.1 0.09 0.12
2 0.54 0.62 0.61 0.09 0.07 0.11
3 0.46 0.56 0.53 0.09 0.09 0.12
4 0.61 0.77 0.76 0.08 0.07 0.12
5 0.59 0.79 0.76 0.1 0.08 0.13
6 0.63 0.75 0.69 0.08 0.08 0.14
7 0.59 0.67 0.57 0.08 0.05 0.11
8 0.5 0.59 0.48 0.1 0.08 0.12
9 0.5 0.57 0.47 0.1 0.08 0.12
10 0.6 0.67 0.51 0.08 0.06 0.12
11 0.57 0.71 0.55 0.09 0.08 0.12
12 0.52 0.61 0.45 0.09 0.06 0.13
13 0.51 0.57 0.42 0.11 0.05 0.11
14 0.55 0.65 0.49 0.07 0.04 0.13
15 0.51 0.61 0.43 0.1 0.09 0.13
16 0.53 0.64 0.44 0.09 0.07 0.14
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Tabla 10: Pureza segin SEC para t0 y muestras de estabilidad a 25 °C

Form Producto_s’de Productgs de Producto_s’de Productos_ ’de Productos_ ’de Productos_ ’de

agregacion agregacion agregacion degradacion degradacion degradaciéon
N.° TO 3 meses a25°C 6 meses a 25 °C TO 3mesesa25°C 6 mesesa25°C

1 0.46 0.8 0.56 0.1 1.41 2.47

2 0.54 0.91 0.54 0.09 1.37 2.3

3 0.46 0.78 0.58 0.09 1.26 2.44

4 0.61 1.12 0.81 0.08 1.43 2.62

5 0.59 1.39 1.19 0.1 1.6 2.73

6 0.63 1.1 0.83 0.08 1.42 2.7

7 0.59 0.97 0.57 0.08 1.23 2.18

8 0.5 0.79 0.52 0.1 1.34 2.36

9 0.5 0.75 0.29 0.1 1.27 2.23

10 0.6 0.92 0.5 0.08 1.26 2.22

11 0.57 1.06 0.67 0.09 1.31 2.23

12 0.52 0.84 0.54 0.09 1.28 2.39

13 0.51 0.84 0.47 0.11 1.32 2.33

14 0.55 0.94 0.51 0.07 1.4 2.38

15 0.51 0.94 0.77 0.1 1.55 3.32

16 0.53 1.08 0.93 0.09 1.82 3.42
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Tabla 11: Variantes de carga segun CEX, muestras en estrés de congelacién-descongelacion

Formulacion Variantes acidas Pico principal Variantes basicas
1 5.18 65.42 29.40
2 5.10 66.21 28.69
3 4.97 66.01 29.01
4 5.27 65.34 29.40
5 5.35 64.79 29.86
6 5.23 65.78 28.99
7 5.38 65.60 29.02
8 5.24 67.21 27.55
9 5.02 64.24 30.74
10 5.56 65.18 29.26
11 5.50 65.04 29.45
12 5.19 66.32 28.49
13 5.45 65.06 29.49
14 5.43 66.04 28.54
15 5.33 66.18 28.49
16 5.24 66.11 28.65

Tabla 12: Variantes de carga segun CEX, muestras en estrés de agitacion

Formulacion Variantes acidas Pico principal Variantes basicas
1 5.09 66.35 28.56
2 5.03 66.83 28.13
3 5.05 66.98 27.97
4 5.07 66.60 28.33
5 5.17 65.47 29.36
6 5.34 66.70 27.97
7 5.36 66.63 28.01
8 5.11 66.95 27.94
9 4.78 66.45 28.77
10 4.99 67.25 27.76
11 5.12 66.21 28.67
12 5.21 67.18 27.60
13 5.41 66.40 28.19
14 5.05 67.29 27.66
15 5.14 66.70 28.16
16 5.15 66.84 28.01
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Tabla 13: Variantes de carga segun CEX, muestras en estrés térmico (40 °C)

Formulacion

Variantes acidas

Pico principal

Variantes basicas

1 13.41 59.24 27.35

2 12.00 61.63 26.37

3 14.43 58.54 27.03

4 13.59 60.20 26.21

5 14.40 58.18 27.42

6 15.36 58.63 26.01

7 14.83 58.99 26.18

8 14.10 59.34 26.55

9 12.70 58.92 28.38

10 15.17 58.64 26.19

11 14.09 58.86 27.05

12 14.31 59.15 26.54

13 14.54 58.97 26.49

14 12.22 61.15 26.62

15 15.01 58.21 26.79

16 16.54 56.43 27.03

Tabla 14: Variantes de carga segun CEX para t0 y muestras de estabilidad a 5 °C
Form \!a_riantes \!a_riantes \!a_riantes Vgri_antes Vgri.antes Vgri.antes
acidas acidas acidas basicas basicas basicas

N.° T0 3mesesab°C 6 mesesa5°C T0 3mesesab°C 6 mesesa5°C
1 419 6.13 14.43 30.56 25.39 20.14
2 4.73 5.66 14.35 30.18 26.33 20.81
3 4.73 6.33 14.9 29.48 26.66 20.48
4 4.76 5.71 14.08 29.71 26.16 21.53
5 4.8 5.91 14.47 30.69 27.66 20.82
6 4.97 6.22 15.73 29.1 26.14 21.2
7 4.68 5.5 14.33 29.15 25.69 21.45
8 4.75 5.99 14.98 29.12 25.91 20.77
9 4.71 5.54 14.13 30.48 25.89 21.24
10 4.78 5.83 14.55 29.38 26.11 21.12
11 4.89 5.82 14.04 30.24 26.39 21.3
12 4.74 6.2 14.52 28.29 25.8 20.98
13 5.04 6.26 16.13 30.22 25.75 21.43
14 5.02 5.7 14.62 28.86 25.26 21.38
15 5.02 5.9 16.87 29.02 25.81 22.59
16 5.17 6.01 16.92 29.07 25.48 22.52
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Tabla 15: Variantes de carga segun CEX para t0 y muestras de estabilidad a 25 °C

Form \!a_riantes \!a_riantes \!a_riantes Vgri_antes Vgri_antes Vgri_antes
acidas acidas acidas basicas basicas basicas

N.° T0 3 meses a25°C 6 meses a 25 °C T0 3mesesa25°C 6 mesesa25°C

1 419 7.75 27.71 30.56 24.44 21.16

2 4.73 6.81 22.26 30.18 25.64 20.38

3 4.73 6.81 24.95 29.48 24.38 20.28

4 4.76 8.02 24.73 29.71 24.96 20

5 4.8 7.67 28.55 30.69 23.86 21.46

6 4.97 7.36 25.94 29.1 24.86 18.62

7 4.68 7.05 31.1 29.15 23.96 20.23

8 4.75 7.85 27.67 29.12 24.73 20.93

9 4.71 7.72 29.52 30.48 24.65 19.3

10 4.78 7.87 27.61 29.38 24.76 20.33

11 4.89 8.7 36.3 30.24 23.58 19.85

12 4.74 7.24 25.53 28.29 24.91 20.58

13 5.04 7.41 24.77 30.22 2414 19.91

14 5.02 7.75 29.63 28.86 25.37 21.95

15 5.02 8.09 28.7 29.02 24.56 20.01

16 5.17 8.18 32.26 29.07 24.94 22.16

Resumen de los resultados, primer cribado de las formulaciones liquidas

Dieciséis formulaciones del anticuerpo monoclonal, MOR6654B, se sometieron a un estudio de estabilidad durante un
periodo de hasta seis meses a 5 °C y 25 °C. Ademas, las mismas formulaciones se sometieron a estrés de agitacion,
ciclos repetidos de F/T y estrés térmico (1 mes a 40 °C). Se utilizaron una amplia gama de métodos analiticos biofisicos
y bioquimicos para determinar si existian diferencias entre las formulaciones en cuanto a su estabilidad. Los datos de
SEC apuntaron hacia una diferencia en la estabilidad entre las formulaciones evaluadas. En las muestras de estrés de
agitacion, la formulacién 5 (pH 7 sin surfactante) mostré un mayor incremento en productos de agregacioén, lo que
demuestra el efecto beneficioso del polisorbato. Se registré un incremento mas marcado en los productos de agregacion
tras el estrés de congelacién-descongelacion en las formulaciones de manitol y cloruro sodico.

El resultado de este primer estudio se puede resumir de la siguiente manera: El pH preferido es de 6.0. El estabilizante
no ionico evaluado, la trehalosa, es beneficioso para la estabilidad de la formulacién. El polisorbato 20 es beneficioso para
la estabilidad de la formulacion, ya que evita la formacién de agregados.

ESTUDIO lI: Segundo cribado de las formulaciones liquidas

Formulacién de anticuerpos anti-BAFFR

Se evaluaron tres formulaciones (F1, F2 y F3) de MOR6654B con una concentracion elevada del anticuerpo de 150 mg/mL
y una formulacién con una concentracion mas baja del anticuerpo de 20 mg/mL (F4) para determinar su estabilidad. Las
cuatro formulaciones F1, F2, F3 y F4 se introdujeron en una jeringa de vidrio siliconizado de 1.0 mL e incluian tampén,
azucar, surfactante y aminocido libre tal como se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16: Composicién de las formulaciones experimentales

MOR6654B Tampodn Azlcar Surfactante Aminoé&cido

F1 150mg/mL histidina 20 mM; 6.0 | sacarosa 220 mM | polisorbato 20 al 0.04% | -
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F2 150mg/mL

histidina 20 mM; 6.0

trehalosa 220 mM

polisorbato 20 al 0.04%

F3 150mg/mL

histidina 20 mM; 6.0

sacarosa 120 mM

polisorbato 20 al 0.04%

arginina-HCI 50 mM

F4 20mg/mL

histidina 20 mM; 6.0

sacarosa 220 mM

polisorbato 20 al 0.04%

Las muestras de cada formulacién se prepararon y evaluaron para determinar su estabilidad a tres temperaturas
diferentes. Las cuatro formulaciones liquidas se colocaron en condiciones de almacenamiento experimental y se
evaluaron para determinar su estabilidad tras el almacenamiento a

2 °C-8 °C en los puntos de evaluacién 0 (to) y 2 meses (t2)

25 °C en los puntos de evaluacion 0 (to) y 2 meses (t2)

40 °C en los puntos de evaluacién 0 (1), 1 (1) y 2 meses (t2)

Ademas del almacenamiento a varias temperaturas, las formulaciones se sometieron a una serie de condiciones de estrés
tales como una exposicién prolongada a la luz, agitacién y mdltiples ciclos de congelacion-descongelacion (F/T). Cada
muestra se analizd utilizando varios métodos.

Resultados y discusién, sequndo cribado de las formulaciones

Las cuatro formulaciones se evaluaron a la vez, dependiendo de la condicion de estrés. En el punto de evaluacion cero
(to), las mediciones se realizaron por duplicado, asi como también las mediciones realizadas después de dos meses (t2).
Todas las deméas muestras se analizaron Unicamente con réplicas Unicas. Los resultados mas relevantes se exponen a
continuacion.

Nefelometria

La nefelometria es un método turbidimétrico utilizado para detectar la presencia de agregados solubles o para indicar
opalescencia. El resultado se enumera en términos de unidades nefelométricas de turbidez (NTU, por sus siglas en
inglés).

Tabla 17: Unidades nefelométricas de turbidez (NTU) para las formulaciones de MOR6654B almacenadas a 40 °C durante
un periodo de hasta dos meses.

to 40 °C durante 1 mes 40 °C durante 2 meses
F1 5.16/5.26 6.19 4.00/4.07
F2 4.63/4.39 4.99 4.12/3.95
F3 8.94/8.54 9.60 8.34/8.33
F4 3.54/3.63 4.39 3.40/3.39

Los resultados de nefelometria muestran que la proteina es bastante estable fisicamente, sin ningin cambio aparente
incluso después de dos meses a 40 °C.

No es sorprendente que el almacenamiento a temperaturas méas bajas tampoco produjera ningin cambio apreciable en
los niveles de NTU para ninguna de las formulaciones (Tabla 18). No es obvio por qué la formulacién 3 exhibe un nimero
mas elevado de NTU.

Tabla 18: Unidades nefelométricas de turbidez (NTU) para las formulaciones de MOR6654B almacenadas a 4 °C 0 25 °C
durante dos meses.

to 2-8 °C durante 2 meses 25 °C durante 2 meses

F1 5.16/5.26 4.56/4.48

4.10/3.65

24



10

15

20

ES 2751 659 T3

F2 4.63/4.39 5.56/4.09 3.43/3.39
F3 8.94/8.54 8.11/7.95 957 /8.55
Fa 3.54/3.63 3.43/3.47

2.98/2.76

Tabla 19: Unidades nefelométricas de turbidez (NTU) para las formulaciones de MOR6654B sometidas a estrés de
agitacién (agqit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

to Agit F/T Foto
F1 5.16/5.26 6.72 6.28 4.02
F2 4.63/4.39 5.22 5.26 3.91
F3 8.94/8.54 9.58 9.18 8.59
F4 3.54/3.63 4.48 4.22 3.15

Finalmente, la nefelometria de las muestras sometidas a condiciones de estrés tales como agitacién, ciclos multiples de
F/T y exposicién prolongada a la luz revelaron Unicamente pequefios cambios en algunas de las formulaciones para
algunas de las condiciones de estrés. Por ejemplo, la formulacién 1 presenté un incremento de aproximadamente 1.5
NTU tras la agitacion y de aprox. 1 NTU tras el estrés de F/T. En comparacion, el incremento en la formulacién 2 fue
inferior a 1 NTU para cualquier condicion de estrés. De modo similar, la formulacién 4 de concentracién més baja, que
también contiene sacarosa, muestra un ligero incremento de aproximadamente 1 NTU tras la agitacién.

Mediciones de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Cromatografia de exclusién por tamafios (SEC)

Se llevaron a cabo tres tipos de andlisis de HPLC para estas muestras, empezando con la cromatografia de exclusién por
tamanos (SEC). Se produce una clara pérdida de mondmero, que se mide mediante SEC, para las muestras almacenadas
a 40 °C durante uno o dos meses (Tabla 20).

Tabla 20: Pureza (en términos de porcentaje de mondémero) mediante SEC-HPLC para muestras de MOR6654B
almacenadas a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses.

to 40 °C durante 1 mes 40 °C durante 2 meses
F1 99.74/99.78 92.71 92.08/92.27
F2 99.64 / 99.60 93.51 92.39/92.61
F3 99.77/99.76 93.26 92.43/92.32
F4 99.67/99.53 93.80 93,58/ 92.87

Se produce una pérdida de aproximadamente un 7%-8% de mondémero, que se mide mediante SEC, para las muestras

almacenadas a 40 °C durante uno o dos meses.

Tabla 21: Pureza (en términos de porcentaje de mondémero) mediante SEC-HPLC SEC para muestras de MOR6654B

almacenadas a 4 °C y 25 °C durante dos meses.
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to 2-8 °C durante 2 meses 25 °C durante 2 meses
F1 99.74/99.78 99.62/99.63 99.35/99.58
F2 99.64 / 99.60 99.61/99.59 99.50/99.35
F3 99.77/99.76 99.58/99.57 99.18/99.26
F4 99.67 / 99.53 99.60/99.57 99.26 / 99.42

Para las muestras almacenadas a una temperatura mas baja, no se produce ninguna pérdida de monémero a 4 °C y se
produce Unicamente una pequeiia pérdida de aprox. un 1% a 25 °C. Cuando se consideran los efectos de las condiciones
de estrés, se produce una ligera reduccion en todas las formulaciones tras la agitacion y los ciclos de F/T, pero no se
observa ninguna diferencia real entre las formulaciones. Tras la fotélisis, también se produce una pequefia reduccion en
el contenido de monémero. De nuevo, no se observan diferencias obvias entre las formulaciones.

Tabla 22: Unidades nefelométricas de turbidez (NTU) para las formulaciones de MOR6654B sometidas a estrés de
agitacién (agqit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

to Agit FIT Foto
F1 99.74/99.78 99.29 98.86 98.94
F2 99.64 /99.60 99.04 98.96 98.86
F3 99.77/99.76 98.85 98.98 98.44
Fa 99.67 /99.53 99.01 98.93 98.68

Aunque la examinacién del contenido global de monémero resulta provechosa, puede ser mas Util considerar el perfil de
estabilidad global. Las siguientes tablas se han preparado para resumir el porcentaje de cada pico observado en cada
sitio. A modo de conveniencia, los picos se ordenan segun su tiempo de retencién relativo (TRR) para eliminar pequefias
variaciones en los tiempos de ejecucion.

Tabla 23. Perfil de estabilidad global tal como se mide mediante SEC para muestras de MOR6654B almacenadas a 40
°C durante un periodo de hasta dos meses.

TRR
Formulacion Rep | UMo dehoy lhes 088 [0.91 095 [1.00 [1.07 .22 [1.38 |1.58
evaluacion
Formulacion 1 [1 0 0.13 99.74 0.04 [0.09
2 0 0.14 99.78 0.03 [0.04
Formulacion 2 1 0 0.31 99.64 0.05
2 0 0.33 99.60 0.07
Formulacion 3 1 0 0.17 99.78 0.05 [0.05
2 0 0.19 99.77 0.05
Formulacion 4 1 0 0.12 99.71 0.17
2 0 0.17 99.59 0.07 0.17
Formulacion 1 [1 1 112 92.85 [5.35 0.68
Formulacion2 |1 1 110 93.98 [4.43  [0.49
Formulacion 3 |1 1 0.90 0.07 9361 [4.84 0.58
Formulacion4 |1 1 0.78 9470 403  [0.49
Formulacion 1 [1 2 0.16 0.18 92.08 [6.40 [1.18
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2 2 0.17 0.21 92.27 16.31 1.05
Formulaciéon2 | 2 0.44 92.39 [6.05 1.12
2 2 0.19 0.25 [92.61 [5.94 1.01
Formulaciéon 3 |1 2 0.14 0.20 [92.43 [6.27 0.96
2 2 0.17 0.19 [92.32 [6.27 1.05
Formulaciéon 4 |1 2 0.30 0.18 93.58 |4.79 1.15
2 2 0.29 0.18 92.87 [5.39 1.26

No se detectd ningun pico de agregados de peso molecular elevado en to (Tabla 23) y se encontraron Unicamente tres
impurezas, incluido un pico en el TRR 0.88, el cual es probablemente un oligdmero de algun tipo. Tras el almacenamiento
a 40 °C durante un mes o dos meses, se produce una reduccién sustancial en el contenido de monémero, eluyéndose la
mayoria de los productos de degradacién mas tarde que el pico principal (Tabla 23). Esto indica que la fragmentacion es
mas problematica que la agregacion para estas formulaciones.

Para las muestras calentadas a 25 °C durante dos meses, se produce una pérdida muy pequena de monoémero (< 1%)
(Tabla 24). Esto sugiere que la energia de activacién aparente para la via de degradacion primaria es bastante grande,
lo cual concuerda con la degradacion hidrolitica. Se observan los dos mismos picos de fragmentacién en TRR 1.07 y 1.22,
siendo el pico en 1.07 bastante mas grande en todas las muestras. De hecho, el TRR de 1.22 es tan pequefio en las
formulaciones 1y 2 que estos no se integraron en los andlisis. Por el contrario, existen Unicamente las diferencias mas
pequenas entre formulaciones almacenadas a 25 °C cuando se evalian mediante SEC.

Tabla 24. Perfil de estabilidad global tal como se mide mediante SEC para muestras de MOR6654B almacenadas a 25°C
durante dos meses.

TRR
Formulacion Rep Punto . de0.81 0.88 0.91 0.96 1.00 1.07 1.22 [1.38 |1.58
evaluacién

25 °C
Formulacion 1 1 0 0.13 99.74 0.04 (0.09

2 0 0.14 99.78 0.03 [0.04
Formulacion 2 1 0 0.31 99.64 0.05

2 0 0.33 99.60 0.07
Formulacion 3 1 0 0.17 99.78 0.05 [0.05

2 0 0.19 99.77 0.05
Formulacion 4 1 0 0.12 99.71 0.17

2 0 0.17 99.59 0.07 0.17
Formulacion 1 1 2 0.33 99.35 0.32

2 2 0.13 99.58 0.29
Formulacion2 |1 2 0.29 99.50 0.21

2 2 0.34 99.35 0.31
Formulacion3 1 2 0.47 99.18 0.31 (0.03

2 2 0.41 99.26 0.29 [0.03
Formulacion 4 1 2 0.40 99.26 0.33 |0.01

2 2 0.35 99.42 0.21 (0.02

Para las muestras almacenadas a 4 °C durante dos meses, no se observa virtualmente ninguna pérdida de monémero
mediante SEC en ningun punto (Tablas 23). Las cantidades de oligémero son casi idénticas para todas las formulaciones.

Cuando se examinan las diferentes condiciones de estrés (evaluacion de la agitacién, F/T y fotoestabilidad), se observa
poca degradacion mediante SEC. Al parecer la agitacién no provoca ninguna degradacion quimica apreciable y provoca
unos pequefos incrementos en los niveles de oligomero, del mismo modo que los ciclos repetidos de F/T. Todas las
formulaciones se comportan practicamente igual. Tras la exposicién a la luz, los analisis de SEC indican unos niveles de
fragmentacion mas elevados para la formulacién 3 (Tabla 26).

Tabla 25. Perfil de estabilidad global tal como se mide mediante SEC para muestras de MOR6654B almacenadas a 4 °C
durante dos meses.

TRR

Punto de

evaluacion 0.81 0.84 0.88 0.91 1.00 1.07 1.22 (1.38 |1.58

Formulacién Rep
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4 °C
Formulacion 1 1 0 0.13 99.74 0.04 (0.09
2 0 0.14 99.78 0.03 [0.04
Formulacion2 |1 0 0.31 99.64 0.05
2 0 0.33 99.60 0.07
Formulacion 3 1 0 0.17 99.78 0.05 |(0.05
2 0 0.19 99.77 0.05
Formulacion 4 1 0 0.12 99.71 0.17
2 0 0.17 99.59 0.07 0.17
Formulacion 1 1 2 0.32 99.62 0.06
2 2 0.32 99.63 0.05
Formulacion2 |1 2 0.34 99.61 0.05
2 2 0.35 99.59 0.06
Formulacion 3 1 2 0.35 99.58 0.07
2 2 0.36 99.57 0.07
Formulacion 4 |1 2 0.34 99.60 0.05
2 2 0.37 99.57 0.06

Tabla 26. Perfil de estabilidad global tal como se mide mediante SEC para formulaciones de MOR6654B sometidas a
estrés de agitacion (agit), ciclos multiples de F/T (f/t) y exposicion prolongada a la luz (foto).

TRR
Formulacion Rep [uno ~ dehay g 095 [1.00 [.07 [1.22 29 [1.38 [1.40 [1.58
evaluacién
Formulacion 1 1 0 0.13 99.74 0.04 0.09
2 0 0.14 99.78 0.03 0.04
Formulacion 2 1 0 0.31 99.64 0.05
2 0 0.33 99.60 0.07
Formulacion 3 |1 0 0.17 99.78 0.05 0.05
2 0 0.19 99.77 0.05
Formulacion 4 |1 0 0.12 99.71 0.17
2 0 0.17 99.59 0.07 0.17
Formulacion 1 1 agit 0.69 99.31
Formulacién 2 1 agit 0.94 99.06
Formulaciéon 3 |1 agit 0.98 98.89 0.11 0.02
Formulaciéon 4 |1 agit 0.85 99.15
Formulacion 1 1 F/T 0.94 98.85 0.20
2 F/T 0.94 98.91 0.15
Formulacion 2 1 F/T 0.90 98.96 0.13
2 F/T 0.90 99.00 0.09
Formulacion 3 |1 F/T 0.92 98.99 0.09
2 F/T 0.92 98.99 0.09
Formulacion 4 |1 F/T 0.79 99.09 0.12
2 F/T 0.79 99.09 0.10
Formulacion 1 1 foto 0.77 98.94 0.25 (0.04
2 foto 0.80 98.92 0.25 [0.04
Formulacion 2 1 foto 0.87 98.86 0.24 |0.03
2 foto 0.90 98.84 0.24 |0.03
Formulaciéon 3 |1 foto 0.61 [0.26 [98.44 [0.09 [0.57 [0.03
2 foto 0.62 [0.25 [98.49 [0.10 [0.52 [0.02
Formulacion 4 1 foto 0.91 98.68 0.36 [0.05
2 foto 0.95 98.56 0.44 |0.05

HPLC de tipo RP
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La HPLC de tipo RP proporciona informacion sobre la degradacién quimica que se podria estar produciendo en la
proteina.

Ya que al parecer se esté produciendo degradacion quimica en MOR6654B, el andlisis de HPLC de tipo RP podria ser
bastante informativo.

En to, las cuatro formulaciones tienen una pureza cercana a un 99.9% segun HPLC de tipo RP.

5
Después del almacenamiento de un mes a 40 °C, la pureza se reduce hasta aprox. un 96%, aunque la pureza fue
notablemente superior para la formulacién 4. La discrepancia en estos valores hace cuestionar si este valor es correcto
(Tabla 27).
A los dos meses, las cuatro formulaciones se han reducido hasta aproximadamente un 94%, con diferencias pequenfas,
si es que las hay, entre las formulaciones.
Tabla 27: Pureza de las formulaciones de MORG6654B determinada mediante HPLC de tipo RP después del
almacenamiento a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses
[proteina]
Form N.° mg/mL t0 t1 t2
1 150 sacarosa 99.86 99.89 96.09 93.97 94.01
2 150 trehalosa 99.94 99.92 96.27 94.61 94.12
3 150 sacarosa/Arg 99.93 99.93 95.82 94.13 94.30
4 20 sacarosa 99.85 99.84 98.44 94.44 94.67
Tabla 28. Pureza de las formulaciones de MOR6654B determinada mediante HPLC de tipo RP después del
almacenamiento a 4 °C o 25 °C durante dos meses
Form N.o [[Proteina] to t24°C t2 25 °C
mg/mL
1 150 sacarosa 99.86 [99.89 96.92 96.85 96.63 96.61
2 150 trehalosa 99.94 [99.92 97.12 96.99 96.95 96.63
3 150 sacarosa/Arg 99.93 [99.93 96.88 96.99 96.49 96.46
4 20 sacarosa 99.85 [99.84 96.81 97.07 96.34 96.41
El almacenamiento a 25 °C durante dos meses produce una reduccién en la pureza mediante HPLC de tipo RP hasta
~96.5% (Tabla 28). La pureza de las muestras almacenadas a 4 °C no fue tan diferente, con purezas cercanas a un 97%.
De nuevo, las cuatro formulaciones se comportaron de forma similar.
Después de someterse a condiciones de estrés, la pureza también se reduce. Para los estudios de agitacién y F/T, la
pureza es de aproximadamente un 97-98% para todas las formulaciones. Sin embargo, tras la exposicién a la luz se
10  produce un mayor grado de degradacion. Las formulaciones de 150 mg/mL se reducen hasta aproximadamente un 94%,

mientras que la formulacién de 20 mg/mL se reduce incluso hasta < 90%.

Tabla 29. Pureza determinada mediante HPLC de tipo RP de las formulaciones de MOR6654B sometidas a estrés de
agitacién (agqit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

Form N.© Eﬁg%fl'_”a] 0 agit F/T foto

1 150 sacarosa 99.86 99.89 97.51 98.14 94.47
2 150 trehalosa 99.94 99.92 97.46 97.67 94.45
3 150 sacarosa/Arg 99.93 99.93 97.89 96.68 94.82
4 20 sacarosa 99.85 99.84 96.74 97.29 89.51

Del mismo modo que con SEC, resulta Util examinar la aparicion de productos de degradacién, asi como también
considerar la pérdida del pico principal. Para las muestras almacenadas a 40 °C, el perfil de degradacion se resume en
la Tabla 30. En t0 se observa Unicamente una impureza, pero se observan mdltiples especies tras el almacenamiento a
una temperatura elevada. Parece ser que la pureza relativamente elevada observada para la formulacion 4 en t1 fue
debida simplemente al hecho de que no se observé el pico en el TRR 1.19 (Tabla 30). En resumen, existe una diferencia
muy pequefa entre cualquiera de las cuatro formulaciones respecto al perfil de estabilidad global tal como se mide

15  mediante HPLC de tipo RP.
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Tabla 30. Perfil de degradacion de las formulaciones de MOR6654B determinado mediante HPLC de tipo RP después del
almacenamiento a 40 °C durante un mes (negrita) y dos meses (cursiva)

s Punto de

Formulacion Rep evaluacion 0.67 [0.70 0.76 |0.86 [0.93 |{1.00 1.11 (1.16 1.19
40 °C
Formulacion 1 1 0 0.14 [99.86

2 0 0.11 99.89
Formulacion 2 1 0 0.11 [99.89

2 0 0.21 [99.79
Formulacion 3 1 0 0.12 [99.88

2 0 0.11 99.89
Formulacion 4 1 0 0.15 [99.85

2 0 0.16 [99.84
Formulacion 1 1 1 0.01 0.04 (1.35 96.09 2.51
Formulacion 2 1 1 0.01 0.02 (1.44 96.33 2.20
Formulacion 3 1 1 0.02 0.06 (1.70 95.99 2.24
Formulacion 4 1 1 0.01 0.03 (1.52 98.44
Formulacion 1 1 2 0.04 2.72 93.97 |(1.97 |1.29

2 2 0.05 2.73 94.01 3.21
Formulacién 2 1 2 0.02 2.67 94.61 2.70

2 2 0.06 2.73 94.12 |1.86 |(1.24
Formulacion 3 1 2 0.08 2.87 94.13 |2.19 (0.73

2 2 0.08 2.88 94.30 2.74
Formulacion 4 1 2 0.05 2.89 94.44 |2.62

2 2 0.05 2.72 94.67 |2.57

Para las muestras almacenadas a 25 °C, hay dos productos de degradacién principales que se eluyen después del pico
principal (Tabla 31). El perfil de estabilidad para las cuatro formulaciones es esencialmente el mismo a 25 °C cuando se
evalta utilizando HPLC de tipo RP. Del mismo modo, se observa un perfil de degradacién similar para las muestras
almacenadas a 4 °C (Tabla 32).

Tabla 31. Perfil de degradacion de las formulaciones de MOR6654B determinado mediante HPLC de tipo RP después del
almacenamiento a 25 °C para t0 y dos meses

Formulacién Rep |UMo  de67 76 0.86 093 [1.00 [.11  [1.46 [1.19
evaluacion
25 °C
Formulacion 1 1 0 0.14 |99.86
2 0 0.11 [99.89
Formulacion 2 1 0 0.11 199.89
2 0 0.21 [99.79
Formulacion 3 1 0 0.12 99.88
2 0 0.11 [99.89
Formulacion 4 1 0 0.15 199.85
2 0 0.16 [99.84
Formulacién 1 1 2 0.64 96.63 [2.13 0.60
2 2 0.56 96.61 [2.24 0.59
Formulacion 2 1 2 0.55 96.95 [1.77 0.72
2 2 0.56 96.63 [2.21 0.60
Formulacién 3 1 2 0.63 96.49 [2.33 0.55
2 2 0.65 96.46 [2.17 0.72
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Formulacién 4 1 2 0.55 96.34 [2.37 0.74
2 2 0.54 96.41 [2.16 0.88

Tabla 32. Perfil de degradacion de las formulaciones de MOR6654B determinada mediante HPLC de tipo RP después del
almacenamiento a 4 °C durante un periodo de hasta dos meses

Formulacién Rep Punto .9'90.67 0.76 0.86 [0.93 1.00 1.11 (116 [1.19
evaluacién
4 °C
Formulacion 1 1 0 0.14 99.86
2 0 0.11 99.89
Formulacion 2 1 (0] 0.11 99.89
2 0 0.21 99.79
Formulacion 3 1 0 0.12 99.88
2 0 0.11 99.89
Formulacion 4 1 0 0.15 99.85
2 0 0.16 99.84
Formulacién 1 1 2 0.25 96.92 [2.20 [0.63
2 2 0.24 96.85 [2.34 |0.58
Formulacion 2 2 2 0.17 9712 [1.87 10.83
2 2 0.23 96.99 [1.95 |0.83
Formulacién 3 1 2 0.16 96.88 [2.96
2 2 0.17 96.99 [2.84
Formulacion 4 1 2 0.23 96.81 2.20 [0.76
2 2 0.16 97.07 [2.06 [0.71

Cuando las muestras se someten a agitacion, aparece Unicamente un producto de degradacion y los niveles son similares
en todas las muestras (Tabla 33). La formulacion 4 parece ligeramente menos estable que las otras tres, posiblemente
debido a la concentracién de proteina mas baja. Los ciclos repetidos de F/T también provocan cierto dafio moderado
segun se observa mediante HPLC de tipo RP, con un perfil similar al observado para la agitacion. Esto se observa de
forma repetida a lo largo del estudio, lo cual indica que la sensibilidad interfacial de esta proteina se puede observar tanto
si se realiza una prueba como la otra. No parece que sea necesario realizar ambas para evaluar la sensibilidad global
frente al estrés interfacial. Finalmente, la exposicion a la luz genera ciertas especies de elucién temprana, las cuales son
probablemente fragmentos. De las cuatro formulaciones, los niveles de estas especies son méas elevados para la
formulacion 3 (Tabla 33).

Tabla 33. Perfil de degradacién determinado mediante HPLC de tipo RP de las formulaciones de MOR6654B sometidas
a estrés de agitacioén (agit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

Formulacién Rep (Condicién 0.68 [0.75 (0.87 (093 [0.96 (.00 |[1.10 [(1.16 [1.24 [1.29
Agitacion
Formulacién 1 1 t0 0.14 99.86

2 0.11 99.89
Formulacién 2 1 to 0.11 99.89

2 0.21 99.79
Formulacién 3 1 t0 0.12 99.88

2 0.11 99.89
Formulacién 4 1 to 0.15 99.85

2 0.16 99.84
Formulacién 1 1 Agit 0.10 98.07 |1.83

2 0.12 96.96 2.92
Formulacién 2 1 Agit 0.29 97.52 2.20

2 0.13 97.40 [2.47
Formulacién 3 1 Agit 0.10 98.14 [1.76
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2 0.11 97.64 2.25
Formulacion 4 1 Agit 0.11 96.79 3.10
2 0.11 96.68 3.21
Formulacién 1 1 F/T 0.17 99.31 0.51
2 0.23 96.96 [2.81
Formulacién 2 1 F/T 0.26 97.94 |1.80
2 0.27 97.40 [2.33
Formulacién 3 1 F/T 0.17 96.68 [3.15
Formulacién 4 1 F/T 0.12 97.11 2.78
2 0.10 97.48 [2.42
Formulacién 1 1 foto 0.01 0.62 1.17 [94.47 [3.73
2 0.01 0.63 1.42 [96.93 1.02
Formulacién 2 2 foto 0.01 0.65 1.52 [94.45 [3.38
2 0.01 0.68 1.56 [94.08 [3.68
Formulacién 3 1 foto 0.03 1.36 0.62 [94.82 [3.17
2 0.03 1.40 0.87 [93.98 [3.73
Formulacién 4 1 foto 0.24 |0.98 6.05 [89.51 [3.23
2 0.25 [0.93 5.45 [89.69 [3.68

Cromatografia de intercambio catiénico (HPLC de tipo CEX)

El tercer método de HPLC utilizado para evaluar la estabilidad de las cuatro formulaciones de MOR6654B es la
cromatografia de intercambio catiénico (CEX). Este método esta disefiado para identificar los productos de degradacion
que difieren en carga respecto al compuesto original. Inicialmente, las cuatro formulaciones presentan un pico principal
ancho que comprende aproximadamente un 98% del area total de los picos (Tabla 34). Tras el almacenamiento a 40 °C
durante un mes, el pico principal se reduce hasta aproximadamente un 96%, teniendo la formulacién 4 una pureza
ligeramente superior (Tabla 34). Después de dos meses a 40 °C, este se ha reducido adicionalmente hasta

aproximadamente un 95%, mostrando la formulacién 1 la pureza mas elevada.

Tabla 34. Pureza tal como se determina mediante HPLC de tipo CEX de las formulaciones de MOR6654B después del

almacenamiento a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses

t0 t1 t2
[proteina]
Form N.°  Img/mL CEX CEX CEX
1 150 sacarosa 98.30 98.28 96.76 95.76 95.69
2 150 trehalosa 98.35 98.28 96.62 95.17 95.31
3 150 sacarosa/Arg 98.34 98.26 96.62 94.75 94.89
4 20 sacarosa 98.30 98.22 97.31 95.39 95.13

Tabla 35. Pureza tal como se determina mediante HPLC de tipo CEX de las formulaciones de MOR6654B después del

almacenamiento a 4 °C y 25 °C durante dos meses

t0 t2 4 °C t2 25 °C
[proteina]
Form N.°  Img/mL CEX CEX CEX
1 150 sacarosa 98.30 98.28 97.29 97.70 97.09 97.36
2 150 trehalosa 98.35 98.28 97.45 97.35 97.31 97.20
3 150 sacarosa/Arg 98.34 98.26 97.33 97.45 97.36 97.35
4 20 sacarosa 98.30 98.22 97.05 97.38 97.42 97.46

Para las formulaciones de MOR6654B almacenadas durante dos meses a 25 °C, la pureza se reduce desde > 98% hasta
~97%, siendo la formulacion 4 ligeramente, aunque tan solo ligeramente, mas estable (Tabla 35). Cuando se almacenaron
a 4 °C durante la misma cantidad de tiempo, se produce cierta pérdida de la pureza, similar a la que se observé con los
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datos de HPLC de tipo RP. De nuevo, no esta claro por qué se produce practicamente la misma degradacion en las
muestras de 4 °C que en las de 25 °C, pero el grado de degradacion es pequefio y todas las formulaciones de MOR6654B
se comportan aproximadamente igual.

Tabla 36. Pureza tal como se determiné mediante HPLC de tipo CEX de las formulaciones de MOR6654B sometidas a

estrés de agitacién (agit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

t0 agit F/T foto
[proteina]
Form N.° |mg/mL CEX CEX CEX CEX
1 150 sacarosa 98.30 98.28 97.59 97.54 98.91
2 150 trehalosa 98.35 98.28 97.37 97.49 98.82
3 150 sacarosa/Arg 98.34 98.26 97.33 97.96 98.41
4 20 sacarosa 98.30 98.22 97.31 97.56 98.82

Tras la agitacién o ciclos repetidos de F/T, se produce cierta pérdida basandose en la HPLC de tipo CEX, comportandose
las cuatro formulaciones por igual (Tabla 36). La exposicién prolongada a la luz produjo dafios muy pequefos segun la
HPLC de tipo CEX, a diferencia de lo que se ha observado con la HP LC de tipo SEC y RP (Tablas 26 y 29,
respectivamente). Esto sugiere que los productos de degradaciéon generados por la luz no difieren en cuanto a la carga
respecto al compuesto original.

Electroforesis capilar reductora (rCE-SDS)

El método de electroforesis capilar permite aqui analizar el grado de dafios en la cadena ligera (LC) y la cadena pesada
(HC) del anticuerpo de forma independiente. Ademas, puede proporcionar una estimaciéon de qué cantidad de la proteina
no es LC y HC intacta, segun indica el contenido de especies que no son LC/HC. En t0, hay aproximadamente un 25%
de LC y un 70% de HC segun el area de los picos, que no esta corregida teniendo en cuenta las diferencias en el tamafio
(Tabla 37), contandose el resto (~5 %) como especies que no son LC/HC (Tabla 38).

Tabla 37. Porcentaje de LC y HC tal como se determina mediante rCE-SDS en las formulaciones de MOR6654B
almacenadas a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses

0 i 2

Form N. [r';’g;tnf'L”a] IC HC e HC e Hc e HC e He
1 150 sacarosa 25.0 69.8 [255 694 [26.3 4.4 275 2.7 [27.6 62.3
> 150 rehalosa 259 694 1260 |92 [26.9 647 [27.0 623 7.0 613
3 150 sacarosa/Arg |41 702 |45 696 1276 628 75 617 [272 638
4 20 sacarosa b49 678 P49 [67.9 |73 675 [265 650 R7.0 636

Tras el almacenamiento durante un mes a 40 °C, las cantidades relativas de LC y HC han cambiado, representando ahora
LC ~27% y HC entre un 62 y un 68% (Tabla 37). Esto indica que se esta perdiendo HC. Esto se refleja en un incremento
marcado de la cantidad de especies que no son LC/HC (Tabla 38), donde estas cantidades se han casi duplicado respecto
a los niveles previos al almacenamiento.

Tabla 38. Porcentaje de especies gue no son LC/HC tal como se determina mediante rCE-SDS en las formulaciones de
MOR6654B almacenadas a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses

t0 t1 t2
especies  quejespecies  queespecies  que
Form N.°  [proteina] no son LC/HC |no son LC/HC |no son LC/HC
1 150 sacarosa 5.2 9.3 9.9
2 150 trehalosa 4.8 8.4 11.2
3 150 sacarosa/Arg 5.8 9.6 9.9
4 20 sacarosa 7.3 5.2 9.0

Al final de los dos meses, hay aproximadamente un 10% (o0 mas) de las especies que no son LC/HC. Estos datos sugieren
que la formulacion 4 es la mas robusta, con el incremento porcentual mas pequerio en los niveles de especies que no son

LC/HC.
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Tabla 39. Porcentaje de LC y HC tal como se determina mediante rCE-SDS en las formulaciones de MOR6654B
almacenadas a 4 °C durante dos meses

to t2 4 °C

especies

Form N.0 [r';’g;tnf'L”a] lC HC Ic  hHC e HC ¢ |jHc e o
LC/HC

1 150 sacarosa 25.0 69.8 25.5 69.4 26.4 66.2 26.7 66.8 |7.0

2 150 trehalosa 25.9 69.4 26.0 69.2 27.3 68.7 27.3 67.9 4.4

3 150 sacarosa/Arg 24.1 70.2 24.5 69.6 27.7 67.3 26.9 66.3 5.9

4 20 sacarosa 24.9 67.8 24.9 67.9 25.8 67.6 25.9 67.3 6.7

Cuando las muestras se almacenan a 4 °C, todavia se observa cierta degradacion mediante rCE-SDS, ya que los niveles
de LC se incrementan desde ~25% hasta ~27% (Tabla 39). En este caso, la formulacion 2 es la mas estable, con un
incremento pequefio en las cantidades de las especies que no son LC/HC.

Tabla 40. Porcentaje de LC y HC tal como se determina mediante rCE-SDS en las formulaciones de MOR6654B
almacenadas a 25 °C durante dos meses

t0 t2 25 °C

especies

Form N.© Eﬁgjtrﬁl'_”a] lc [Hc ¢ Hc |c HC [l o e ro
LC/HC

1 150 sacarosa 25.0 69.8 25.5 69.4 27.9 67.4 28.0 675 4.6

2 150 trehalosa 25.9 69.4 26.0 69.2 27.9 66.1 27.8 67.5 5.3

3 150 sacarosa/Arg 24.1 70.2 24.5 69.6 26.4 67.5 26.9 66.0 6.6

4 20 sacarosa 24.9 67.8 24.9 67.9 26.1 68.0 26.7 68.0 |5.6

Cuando se almacenan a 25° durante dos meses, se produce un incremento comparable en LC y una reduccion en el
contenido de HC (Tabla 40). Los niveles de especies que no son LC/HC se incrementan, pero casi tanto como para las
muestras de 40 °C. De entre ellas, la formulacién 3 parece presentar la estabilidad mas deficiente, pero las diferencias
son pequenas.

Tabla 41. Porcentaje de LC y HC tal como se determina mediante rCE-SDS en las formulaciones de MOR6654B sometidas
a estrés de agitacion (agit), ciclos multiples de F/T (F/T) y exposicién prolongada a la luz (foto).

agit F/T foto
especies especies especies
Form N.© [proteina] LC HC que  noj HC que noj o HC que no
© mg/mL son son son
LC/HC LC/HC LC/HC
1 150 sacarosa [28.3 67.2 4.5 28.7 67.6 3.7 27.3 66.2 6.5
2 150 trehalosa [28.2 68.3 3.5 27.9 67.7 4.4 27.0 66.1 6.9
3 150 i?;amsa/ 8.3 684 B3 276 693 3.1 26.6 661 [7.3
4 20 sacarosa |26.9 69.1 4.0 26.9 69.5 3.6 26.2 64.6 9.2

El conjunto final de muestras que se debian analizar mediante rCE-SDS fueron aquellas sometidas a las tres condiciones
de estrés diferentes (Tabla 41). Cuando las muestras se agitan o exponen a ciclos de F/T, no se observa ningun
incremento apreciable en las especies que no son LC/HC para ninguna de las cuatro formulaciones de MOR6654B. Esto
concuerda con las otras observaciones, en el hecho de que MOR6654B en estas formulaciones no es muy sensible al
estrés interfacial. También refuerza la idea de que estas dos pruebas proporcionan evaluaciones comparables de la
estabilidad interfacial. La exposicién prolongada a la luz dio como resultado cierta pérdida de HC y un incremento en los
niveles de especies que no son LC/HC (Tabla 41). De entre estas formulaciones, la formulacién 4 present6 los cambios
mas grandes.

Tomografia de microflujo (MFI)
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En los Ultimos afios, ha aumentado el interés en los niveles de particulas subvisibles en productos proteicos inyectables.
Como resultado, se han desarrollado una serie de métodos analiticos diferentes. Uno de los conocidos de forma mas
generalizada es la tomografia de microflujo (MFI). Esta técnica se utilizé para medir el contenido de particulas subvisibles
(en términos de particulas por mL) en diferentes intervalos de tamafios. Aunque se recolectaron datos hasta 100 um en
cuanto al tamano, solo se presentan los datos hasta 25 um. La reproducibilidad en los datos de MFI es muy buena. La
desviacién estandar relativa promedio para las mediciones por duplicado es de aproximadamente un 5%.

Tabla 42. Contenido subvisible (en particulas/mL) tal como se mide utilizando MFI para las formulaciones de MOR6654B
almacenadas a 40 °C durante un mes (en negrita) y dos meses (en cursiva). Las muestras en t1 no se evaluaron por

duplicado. Por lo demads, los valores indicados son promedios *+ una desviacién estandar.

[proteina]

Form N.° mg/mL Excipiente |total 1-2 um 2-5um 5-10 um 10-25 um
1 150 sacarosa | 24137 +486 | 18257 + 391 4968 + 33 518+ 6 78 + 16
2 150 trehalosa | 12614 +660 | 9580 + 661 2298 + 64 568 +47 | 148 +10
3 150 i?;amsa/ 33374 +975 | 23593+ 718 8554 +174 | 1134488 | 82+5
4 20 sacarosa | 4130 +28 2463 + 134 1197 £ 15 441+76 | 26+14
1 150 sacarosa 46508 36658 7768 1684 326
2 150 trehalosa | 22154 14920 5153 1867 214
3 150 i?gamsa/ 34800 22990 9791 1926 82
4 20 sacarosa 27372 15663 9660 1943 98

1 150 sacarosa | 35130 +2897 |21931+1725  |8703+544 |3793+596 |683 +34

2 150 trehalosa | 24843 + 3887 | 19692 +3789 | 4246 +39 757 + 21 107 + 1

3 150 j\‘iga’ 058/ | 4p000 + 3152 | 33038 + 849 10853 + 1957 | 2000 + 110 | 239 + 109

4 20 sacarosa |51835+1703 | 33847 + 905 14942 +74  |2411+6 | 127+ 11

A menudo, los datos resumidos para MFI indican Unicamente el recuento total de particulas (en particulas por mL), pero
esto puede llevar a confusion, ya que los nimeros estan dominados por particulas que se cuentan en el intervalo de
tamanos de 1-2 um. En este intervalo de tamafos, el aceite de silicona y las burbujas de aire predominan, y desvian el
recuento de las particulas basadas en proteinas. Aunque se proporcionan estos nimeros, lo mejor es mirar a las particulas
de tamario superior a 2 um, posiblemente superior a 5 um. Ademas, para las muestras en las que se indican promedios
y desviaciones estandar, estos son los resultados de analisis por duplicado.

Cuando se almacenan a 40 °C, el recuento de particulas subvisibles aumenta para todas las formulaciones (Tabla 42).
Cabe destacar en particular la formulacion 4, donde el recuento total de particulas es inferior a 5000 particulas por mL en
t0, mucho mas bajo que para las otras formulaciones de concentracién mas elevada. Después de un mes, todas las
formulaciones exceden ahora 20 000 particulas por mL, aunque el incremento para la formulacion 3 es bastante pequefio
(Tabla 42). A los dos meses, Unicamente la formulacién 2 es inferior a 30 000 particulas por mL. La diferencia es aun mas
sorprendente para las particulas de 2-5 um (donde esta formulacion contiene menos de 5000 particulas por mL) y 5-10
um, donde los niveles son inferiores a 1000 particulas por mL, siendo Unicamente la formulaciéon 1 parecida en cuanto a
la cantidad total de particulas subvisibles presentes.

Tabla 43. Contenido subvisible (en particulas/mL) tal como se mide utilizando MFI para las formulaciones de MOR6654B
almacenadas a 25 °C durante dos meses (en negrita). Los valores indicados son promedios + una desviacién estandar.

[proteina]

Form N.° mg/mL Excipiente |total 1-2 um 2-5um 5-10 um 10-25 um

1 150 sacarosa  |24137 +486  |18257 £391  |4968 + 33 518+ 6 78 £ 16

2 150 trehalosa  |12614+660  |9580 + 661 2208 + 64 568 +47  |148 £ 10

3 150 i?;arosa/ 33374 +975  |23593+718  |8554 + 174 1134488 |82 +5

4 20 sacarosa  |4130 + 28 2463 + 134 1197 + 15 441+76 |26+ 14

1 150 sacarosa  |21362 +600 14928 +192  |5420 + 648 907 +124 |101 £20

2 150 trehalosa  |35948 + 1900 |24189 + 2258 |9257 + 252 2416 +609 |70 +13

3 150 i?;arosa/ 67603 + 1743  |49362+2758 [12381+154  |4303 £282 [1243 + 560
4 20 sacarosa  |48163 £2420 |31446+950 15394 +1356 |1240 + 126 |83 +13
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Cuando las muestras de MOR6654B se almacenan a 25 °C durante dos meses, se produce un incremento en las
particulas subvisibles en todas las formulaciones, aunque el incremento en la formulacion 1 es muy pequefio (Tabla 43).
Para la formulacién 1, se produce Unicamente un incremento moderado en las particulas de 5 a 10 um de tamano. Por lo
demas, no se produce virtualmente ningn cambio. Sin embargo, se produce un incremento considerable en todas las
demas formulaciones, especialmente en los intervalos de tamafos de 2 a 25 um. En particular, las formulaciones 3 y 4
muestran incrementos significativos en la mayoria de franjas de intervalos de tamafos.

Para las formulaciones de MOR6654B almacenadas a 4 °C durante dos meses, se observa un cambio pequefio en los
niveles de particulas subvisibles. La formulaciéon 1 muestra Unicamente un incremento pequefio en las particulas de 5-10
mm, con una reduccion ligera en todos los demds intervalos de tamafos. La formulacion 2 muestra Unicamente
incrementos pequefnos a lo largo de los diferentes intervalos de tamafos, mientras que la formulacion 3 presenta
reducciones pequefnas en los niveles globales de particulas. En comparacion, la formulacion 4, que empezé con una
carga de particulas subvisibles muy baja (apenas por encima de la del agua pura), muestra un incremento significativo en
las particulas por mL en todos los intervalos de tamaros.

Cuando las formulaciones de MOR6654B se someten a las condiciones de estrés de agitacion, ciclos de F/T y exposicion
ala luz, se producen grandes incrementos Unicamente para las muestras de fotoestabilidad (Tabla 44). Tanto la agitacion
como los ciclos de F/T provocan Unicamente incrementos de pequefios a moderados en los niveles de particulas,
especialmente si se ignoran las particulas por debajo de 2 um. Por otro lado, una exposicion prolongada a la luz provoca
que la formacion de particulas subvisibles se incremente considerablemente (Tabla 44). Esto se confirma particularmente
para las formulaciones 3 y 4. En comparacion, la formulaciéon 1 casi no muestra ningin cambio en la carga global de
particulas subvisibles.

Tabla 44. Contenido subvisible (en particulas/mL) tal como se mide utilizando MFI para las formulaciones de MOR6654B
sometidas a estrés de agitacion (en negrita), ciclos mdltiples de F/T (en cursiva) y exposicion prolongada a la luz
(subrayado). Los valores indicados para t0 son promedios + una desviacion estandar.

His (histidina); P20 (polisorbato 20); Arg (arginina)

'lilc')orm Eggj:ﬁll_na] Excipientes total 1-2.um 2-5um 5-10 um 121'25

1 150 sacarosa/PS20/His 24137 + 486 18257 £ 391 | 4968 + 33 518 +6 78 +16

2 150 trehalosa/PS20/His 12614 + 660 9580 + 661 2298 + 64 568 +47 | 148+10

3 150 sacarosa/Arg/PS20/His 33374 + 975 23593 +718 | 8554 + 174 1134488 | 82+5

4 20 sacarosa/PS20/His 4130 + 28 2463 £ 134 1197 £ 15 441 +76 | 26+14

1 150 sacarosa/PS20/His 22306 14913 6288 1071 33

2 150 trehalosa/PS20/His 35220 21637 9932 3345 301

3 150 sacarosa/Arg/PS20/His | 26857 16889 7264 2428 220

4 20 sacarosa/PS20/His 10528 6511 3355 576 85

1 150 sacarosa/PS20/His 35027 26159 7278 1343 226

2 150 trehalosa/PS20/His 23502 17580 4856 979 89

3 150 sacarosa/Arg/PS20/His 21686 15257 5256 1104 66

4 20 sacarosa/PS20/His 9667 6078 2198 1340 45

1 150 sacarosa/PS20/His 25417 18711 5723 864 102

2 150 trehalosa/PS20/His 29238 22107 6160 823 147

3 150 sacarosa/Arg/PS20/His 186398 167017 16314 2790 270

4 20 sacarosa/PS20/His 46159 29359 14428 1224 131
Colorimetria

El dltimo método analitico que se utilizé en este estudio de estabilidad fue la colorimetria. En t0, las cuatro formulaciones
presentan todas ellas un color marrén (Tabla 45), con una intensidad de color ligeramente diferente para la formulacion
mas diluida (formulacién 4). La incubacion a 40 °C durante uno o dos meses conduce a un pequefio cambio en el color,
aunque la formulacién 4 muestra ciertos cambios menores (Tabla 45). Cuando se almacenan a temperaturas mas bajas,
se produce un cambio pequefio en el color, si es que se produce (Tabla 46). Cuando se someten a cualquiera de las
condiciones de estrés, el color también se mantiene igual (Tabla 47).

Tabla 45. Color de las formulaciones de MOR6654B almacenadas a 40 °C durante un periodo de hasta dos meses

[proteina]
Form N.° | mg/mL to t1 t2
1 150 sacarosa B6 B7 B6 B6 B6 B6
2 150 trehalosa B7 B7 B7 B6 B6 B6
3 150 sacarosa/Arg | B6 B6 B6 B6 B6 B6
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4 | 20 | sacarosa B8 B8 By7 [BY7 |87 [ B6 |

Tabla 46: Color de las formulaciones de MOR6654B almacenadas a 4 °C y 25 °C durante cero y dos meses

[proteina]
Form N.° | mg/mL t0 t24°C t2 25 °C
1 150 sacarosa B6 B7 B7 B7 B6 B6
2 150 trehalosa B7 B7 B7 B7 B7 B7
3 150 sacarosa/Arg | B6 B6 B6 B6 B6 B6
4 20 sacarosa B8 B8 B8 B9 B8 B8

Tabla 47. Color de las formulaciones de MOR6654B sometidas a estrés de agitacién (agit), ciclos multiples de F/T (F/T) y
exposicién prolongada a la luz (foto).

Form N.0 Lﬁ’;‘/’::l'_"a] 10 agit FIT foto

1 150 sacarosa B6 B7 B7 B7 B6 B7 B6 B6

2 150 trehalosa B7 B7 B7 B7 B7 B7 B6 B6

3 150 sacarosa/Arg | B6 B6 B6 B6 B6 B6 B6 B6

4 20 sacarosa B8 B8 B8 B8 B8 B8 B7 B7
COMPENDIO

Se utilizaron una amplia gama de métodos analiticos biofisicos y bioquimicos para determinar si existian diferencias entre
las formulaciones en cuanto a su estabilidad. Entre las formulaciones seleccionadas para el segundo cribado, se observo
poca diferencia utilizando muchas de las técnicas analiticas. Unicamente el almacenamiento a 40 °C y la exposicion
prolongada a la luz provocaron cierta cantidad significativa de degradacién. Aunque las cuatro formulaciones fueron muy
similares en cuanto a su perfil de estabilidad, la formulacién 1 (150 mg/mL de MOR6654B, sacarosa 220 mM, histidina 20
mM, polisorbato 20 al 0.04%, pH 6.0) mostré la menor propensién a degradarse en general tal como se determiné con
esta bateria de métodos analiticos. La formulacion 1 fue mas estable en condiciones de estrés térmico y luminoso, menos
propensa a la degradacion y ademas fue mas estable en cuanto a la formacion de particulas en el intervalo subvisible.
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Lista de secuencias

<110> Novartis AG

<120> Formulacion de anticuerpos
<130> PAT055133A
<150> US 61/658,472
<151>2012-06-12

<160> 15

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211>124

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala
20

Ser Ala Ala Trp Gly Trp Ile
35

Trp Leu Gly Arg Ile Tyr Tyr
50 55

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile
65 70

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn
85

Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Asp
100

Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
115

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Trp

Val
120

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

Val

Val

105

Thr
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Gly

10

Gly

Ser

Lys

Asn

Thr

90

Pro

Val

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Lys

Ser

val

Ser

Gly

Tyr

60

Asp

Glu

Ile

Ser

Lys

Val

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Gly

Pro

Ser

30

Gly

Ser

Ser

Thr

Val
110

Ser

15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala

95

Phe

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

80

Vval

Asp

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5

10

38
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Glu Arg Ala

Tyr Leu Ser
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Met Thr Phe

<210> 3
<211> 12
<212> PRT

Thr
20

Trp

Ser

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gly Asp Ser Val Ser

1

<210> 4
<211>18
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 4

Arg Ile Tyr Tyr Arg

1

Lys Ser

<210>5
<211>12
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 5

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Asn

Lys

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

Trp

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Ala

Tyr
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Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ala
10

Asn
10

Gln Phe Ile

Gln Ala Pro
45

Val Pro Ala
60

Thr Ile Ser
75

Gln Leu Tyr

Ile Lys

Trp Gly

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ser Tyr Ala Val Ser Val

Tyr Asp Trp Val Pro Lys Ile Gly Val Phe Asp Ser
1 5

<210>6
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

10

Arg Ala Ser Gln Phe Ile Ser Ser Ser Tyr Leu Ser

1

<210>7
<211>7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400>7

10

39

15



Gly Ser Ser Ser Arg Ala Thr

1

<210> 8
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

5

Gln Gln Leu Tyr Ser Ser Pro Met Thr

1

<210>9
<211> 454

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9
Gln Val
1

Thr Leu

Ser Ala

Trp Leu
50

Val Ser
65

Gln Phe

Gln

Ser

Ala

35

Gly

val

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Lys

Leu

5

Gln

Thr

Gly

Ile

Ser

Gln
85

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Asn

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

Val
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Gly

Gly

Ser

Lys

Asn

Thr

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Asp

Glu

40

Lys

val

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Pro

Ser

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala
95

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

80

Vval



Tyr

Ser

Gly

Gly

145

Val

Phe

Vval

Val

Lys

225

Leu

Thr

Val

Val

Ser

305

Leu

Ala

Tyr

Trp

Pro

130

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

210

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

290

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

115

Ser

Ala

val

Ala

Val

195

His

Cys

Gly

Met

His

275

Val

Tyr

Gly

Ile

Ala

100

Gln

Val

Ala

Ser

Val

180

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

260

Glu

His

Arg

Lys

Glu
340

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

165

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

325

Lys

Tyr

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

310

Tyr

Thr

Asp

Leu

Leu

135

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

215

His

vVal

Thr

Glu

Lys

295

Ser

Lys

Ile

Trp

vVal

120

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

200

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

280

Thr

Val

Cys

Ser

Val

105

Thr

Pro

val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

265

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
345
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Pro

val

Ser

Lys

Leu

170

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

250

Val

Phe

Pro

Thr

val

330

Ala

Lys

Ser

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

235

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

315

Ser

Lys

Ile

Ser

Lys

140

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

300

Leu

Asn

Gly

41

Gly

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

205

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

285

Glu

His

Lys

Gln

Val

110

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

190

Ile

Val

Ala

Pro

Val

270

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
350

Phe

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

255

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

335

Arg

Asp

Lys

Gly

Pro

160

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

240

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Pro

Glu



Pro

Gln

Ala

385

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln Val
355

Val Ser
370

Val Glu

Pro Pro

Thr Val

Val Met

435

Leu Ser
450

<210> 10

<211> 215
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

420

His

Pro

Asp Ile Val Leu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Met

Arg Ala

Leu Ser
35

Tyr Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Thr

20

Ser

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Thr

Glu

Leu

405

Lys

Glu

Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Leu

Cys

Ser

390

Asp

Ser

Ala

Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Pro

Leu

375

Asn

Ser

Arg

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

360

Val

Gly

Asp

Trp

His
440

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

425

Asn

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105
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Arg

Gly

Pro

Ser

410

Gln

His

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Glu

Phe

Glu

395

Phe

Gly

Tyr

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Glu

Tyr

380

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

Phe

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lys

42

Met

365

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
445

Leu

Ile

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

430

Lys

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr
110

Lys

Asp

Lys

Ser

415

Ser

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

Asn

Ile

Thr

400

Lys

Cys

Leu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala



Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
115 120
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
145 150
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
165
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
180
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
195 200
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 11
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 11
caggtgcagc tgcagcagag cggcccaggce
acctgcgecca tttcaggecga cagecgtgage
cagagcccceg gtaggggect ggaatggctg
aacagctacg ccgtgagcgt gaagagcagg
cagttctcac tgcagctcaa cagcgtgacc
agatacgact gggtgcccaa gatcggcegtg
accgtgtcaa gc
<210> 12
<211> 324
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 12
gatatcgtgce tgacacagag ccccgccacc
ctgtcctgeca gggccagecca gtttatcage
ccecggecagg cccctagact getgatctac
gccaggttca gcggcagegg ctccggcacc
cccgaggact tcgcecgtgta ctactgecag
cagggcacca aggtggagat caag
<210> 13
<211> 184
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

Ala Leu

155

Asn

Ser Lys

170

Asp

Ala
185

Asp Tyr

Gly Leu Ser

ctggtcaage
agcaacagcg
ggcaggatct
atcaccatca
cccgaggaca

ttcgacagcet

ctgagcctga
agcagctacc
ggcagctcecct
gacttcaccc

cagctgtaca

Glu Gln

125

Phe
140

Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu His

190

Lys

Pro Val

205

Ser

cctectcagac
cecgectgggg
actacaggtc
accctgacac
ccgecgtgta

ggggccaggg

gcccaggcga
tgtcctggta
ctcgggecac
tgacaatcag

gctcacccat

43

Leu

Pro

Gly

Tyr

Lys Ser

Glu

Arg

Ser
160

Asn

Ser Leu

175

Lys Val

Thr Lys

cctgtcactg
ctggatcagg
caagtggtac
cagcaagaac
ctactgcgcee

caccctggtg

gagggccacc
tcagcagaag
cggegtgece
cagcctggag

gaccttcgge

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

324



<400> 13

Met

1

Thr

vVal

Ser

Ala

65

Ala

Gly

Ser

Lys

Trp

145

Val

Lys

Arg

Pro

Ala

Ser

50

Gly

Pro

Leu

Ala

Val

130

Pro

Pro

Thr

<210> 14
<211> 1419
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 14

Arg

Cys

Cys

35

Pro

Ala

Ala

Val

Glu

115

Ile

Pro

Val

Ala

Gly

val

20

Gly

Ala

Gly

Leu

Ser

100

Ala

Ile

Pro

Pro

Gly
180

Pro

Pro

Leu

Pro

Glu

Leu
85

Trp

Pro

Leu

Gly

Ala

165

Pro

Arg

Ala

Leu

Arg

Ala

70

Gly

Asp

Ser

Glu

150

Thr

Glu

Ser

Glu

Arg

Thr

55

Ala

Leu

Arg

Gly

Pro

135

Asp

Glu

Gln

Leu

Cys

Thr

40

Ala

Leu

Ala

Arg

Asp

120

Gly

Pro

Leu

Gln

Arg

Phe

25

Pro

Leu

Pro

Leu

Gln

105

Lys

Ile

Gly

Gly
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Gly

10

Asp

Arg

Gln

Leu

Val

90

Arg

Asp

Ser

Thr

Ser
170

Arg

Leu

Pro

Pro

Pro

75

Leu

Arg

Ala

Asp

Thr

155

Thr

Asp

Leu

Lys

Gln

60

Gly

Ala

Leu

Pro

Ala

140

Pro

Glu

44

Ala

vVal

Pro

45

Glu

Leu

Leu

Arg

Glu

125

Thr

Pro

Leu

Pro

Arg

30

Ala

Ser

Leu

Val

Gly

110

Pro

Ala

Gly

Vval

Ala

15

His

Gly

val

Phe

Leu

95

Ala

Leu

Pro

His

Thr
175

Pro

Cys

Ala

Gly

Gly

80

Vval

Ser

Asp

Ala

Ser

160

Thr



atggcctggg
gtgcagctge
tgcgecattt
agcccceggta
agctacgccg
ttctcactge
tacgactggg
gtgtcaagecg
accagcggceg
accgtgtcct
cagagcagcg
acccagacct
gtggagccca
ctgggcggac
aggacccccg
ttcaactggt
cagtacaaca
aacggcaagg
accatcagca
cgggaggaga
agcgacatcg
ccecccagtge
tccaggtgge

cactacaccc

<210> 15
<211> 705
<212> ADN

tgtggaccct
agcagagcgg
caggcgacag
ggggcctgga
tgagcgtgaa
agctcaacag
tgcccaagat
ccagcaccaa
gcacagccge
ggaacagcgg
gcctgtacag
acatctgcaa
agagctgcga
ccteegtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctacag
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
agcagggcaa

agaagagcct

<213> Homo sapiens

<400> 15
atgagcgtgce

gatatcgtgce

tgacccaggt

tgacacagag

gceccettectg
cccaggcectg
cgtgagcagce
atggctgggce
gagcaggatc
cgtgacccece
cggegtgtte
gggccccage
cctgggetge
agccctgacce
cctgtecage
cgtgaaccac
caagacccac
cctgtteccec
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtgtcc
caaggtctcc
ccagccacgg
ccaggtgtcc
ggagagcaac
cggcagcttce
cgtgttcagce

gagcctgtece

gctggctcetg

ccecegeecace
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atggccgetg
gtcaagccect
aacagcgecg
aggatctact
accatcaacc
gaggacaccg
gacagctggg
gtgttcccecee
ctggtgaagg
tcecggegtge
gtggtgacag
aagcccagca
acctgecceccecc
cccaagccca
gacgtgagcc
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaaggccc
gagccccagg
ctgacctgtce
ggccagcccg
ttcctgtaca
tgcagcgtga

cccggcaag

cccagtcagt
ctcagaccct
cctggggctg
acaggtccaa
ctgacaccag
ccgtgtacta
gccagggcac
tggcccecag
actacttccc
acaccttccce
tgcccagecag
acaccaaggt
cctgecccage
aggacaccct
acgaggaccce
agaccaagcc
tgctgcacca
tgccagecece
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gcaagctgac

tgcacgaggce

gcaggcccag
gtcactgacc
gatcaggcag
gtggtacaac
caagaaccag
ctgcgeccaga
cctggtgace
cagcaagagc
cgagcccgtg
cgeccegtgetg
cagcctggge
ggacaagaga
cccagagctg
gatgatcagce
agaggtgaag
cagagaggag
ggactggctg
catcgaaaag
gccccecectee
cttctaccce
caagaccacc
cgtggacaag

cctgcacaac

ctgctgetgt ggctgaccgg caccagatge

ctgagectga gocccaggcga gagggecace

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419

60

120



ctgtecctgea
cceggecagyg
gccaggttca
cccgaggact
cagggcacca
cccagcgacg
taccceceggg
caggagagcg
accctgagca

ggcctgtceca

gggccagceca
cccctagact
gcggcagegg
tcgecegtgta
aggtggagat
agcagctgaa
aggccaaggt
tcaccgagca
aggccgacta

gcccecegtgac

gtttatcage
gctgatctac
ctceggeace
ctactgccag
caagcgtacg
gagcggcacc
gcagtggaag
ggacagcaag
cgagaagcat

caagagcttc
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agcagctacc
ggcagctcct
gacttcaccce
cagctgtaca
gtggccgcete
gccagegtgg
gtggacaacg
gactccacct
aaggtgtacg

aacaggggcg

tgtcctggta
ctecgggcecac
tgacaatcag
gctcacccat
ccagcgtgtt
tgtgecectget
ccctgecagag
acagcctgag
cctgecgaggt

agtgce

46

tcagcagaag
cggegtgece
cagcctggag
gaccttecgge
catcttcecce
gaacaacttc
cggcaacagce
cagcaccctg

gacccaccag

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion acuosa que tiene un pH de 6.0 y que comprende
(i) un anticuerpo anti-BAFFR no fucosilado donde el anticuerpo tiene una concentracién de 150 mg/mL y donde dicho
anticuerpo anti-BAFFR comprende una region de la cadena pesada de SEQ ID NO: 9 y una regién de la cadena ligera de
SEQID NO: 10,
(i) sacarosa 220 mM como estabilizante,
(iii) histidina 20 mM como agente tamponante y
(iv) polisorbato 20 al 0.04% como surfactante.
2. Un dispositivo de suministro que comprende la composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una jeringa prerrellenada que comprende la composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. La composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1, o el dispositivo de suministro de la reivindicacion 2, o la
jeringa prerrellenada de la reivindicacion 3, para su uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria.

5. La composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1, o el dispositivo de suministro de la reivindicacion 2, o la
jeringa prerrellenada de la reivindicacion 3, para su uso en el tratamiento de una neoplasia de linfocitos B tal como linfoma,
leucemia o mieloma.

6. La composicién acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1, o el dispositivo de suministro de la reivindicacion 2, o la

jeringa prerrellenada de la reivindicacion 3, para su uso en el tratamiento de artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, esclerosis multiple, sindrome de Sjégren, hepatitis activa crénica o pénfigo vulgar.
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