TRADUZIONE DEL BREVETTO EUROPEO N. 4121007 DAL TITOLO:
"FORMULAZIONI DI ANTICORPO ANTI-PROTOFIBRILLA DI PEPTIDE
BETA AMILOIDE AD ALTA CONCENTRAZIONE E RELATIVI METODI
DI UTILIZZzO"

DESCRIZIONE

La presente domanda rivendica il beneficio di priorita della
domanda provvisoria statunitense n. 62/992,746, depositata il 20 marzo
2020; e della domanda provvisoria statunitense n. 63/027,263,
depositata il 19 maggio 2020.

La malattia di Alzheimer (AD) & un disturbo neurodegenerativo
progressivo di eziologia sconosciuta e la forma di demenza la piu
comune tra gli anziani. Nel 2006, ci sono stati 26,6 milioni di casi di AD
nel mondo (intervallo: 11,4-59,4 milioni) (Brookmeyer, R., et al.,
Forecasting the global burden of Alzheimer's Disease. Alzheimer
Dement. 2007; 3:186-91), mentre ci sono stati piu di 5 milioni di persone
negli Stati Uniti secondo quanto riferito che convivono con AD (2010
Alzheimer's disease facts and figures. Alzheimer Dement. 2010;6:158-
94). Entro 'anno 2050, la prevalenza mondiale di AD viene predetta
crescere fino a 106,8 milioni (intervallo: 47,2-221,2 milioni), mentre solo
negli Stati Uniti la prevalenza & stimata essere tra 11 e 16 milioni.
(Brookmeyer, sopra, e 2010 Alzheimer's disease facts and figures,

sopra).



La malattia generalmente comporta un declino globale delle
funzioni cognitive che progredisce lentamente e lascia i soggetti in stadio
terminale costretti a letto. | soggetti con AD sopravvivono tipicamente per
solo da 3 a 10 anni dopo l'insorgenza di sintomi, sebbene siano noti
estremi di 2 e 20 anni. (Hebert, L.E., et al., Alzheimer disease in the U.S.
population: prevalence estimates using the 2000 census. Arch Neurol.
2003; 60:1119-1122.) L'Alzheimer € la settima causa principale di morte
negli Stati Uniti e la quinta causa principale di morte negli americani di
eta superiore ai 65 anni, nonostante il fatto che la mortalita dovuta ad AD
sia enormemente sottostimata dal momento che i certificati di morte
raramente attribuiscono la causa di morte ad AD. (2010 Alzheimer's
disease facts and figures, sopra.)

Istologicamente, la malattia & caratterizzata da placche
neuritiche, trovate principalmente nella corteccia associativa, nel sistema
limbico e nei gangli basali. Il principale costituente di queste placche ¢ |l
peptide beta-amiloide (AB). L'AB esiste in vari stati conformazionali -
monomeri, oligomeri, protofibrille e fibrille insolubili. | dettagli della
relazione meccanicistica tra l'insorgenza della malattia di Alzheimer e la
produzione di AR sono sconosciuti. Tuttavia, alcuni anticorpi anti-Ap sono
attualmente in fase di studio clinico come potenziali agenti terapeutici per
la malattia di Alzheimer.

Anticorpi anti-ApB e altre proteine possono essere somministrati a
soggetti per via endovenosa, sottocutanea, intramuscolare e altri mezzi.

Il dosaggio e/o la forma di dosaggio di un anticorpo possono presentare



numerose sfide per lo sviluppo di una formulazione farmaceutica
adeguata. Ad esempio, ad alte concentrazioni di anticorpo, la stabilita
dell'anticorpo pud essere problematica a causa della formazione di
aggregati proteina-proteina o di frammentazione. In generale,
l'aggregazione aumenta con l'aumentare delle concentrazioni di
anticorpo. Inoltre, le formulazioni di anticorpo ad alta concentrazione
richiedono elevate concentrazioni di stabilizzanti e altri eccipienti al fine
di ottenere stabilita proteica e durata di conservazione a lungo termine.
Le formulazioni di anticorpo ad alta concentrazione sono spesso viscose
anche, complicando potenzialmente la produzione e la somministrazione
della formulazione farmaceutica.

Qui vengono fornite formulazioni farmaceutiche comprendenti
80-300 mg/ml di un anticorpo isolato anti-protofibrilla di AB o di un suo
frammento che silega alla protofibrilla di AB, in cui I'anticorpo € BAN2401
(noto anche come lecanemab). Le formulazioni farmaceutiche fornite qui
sono state riscontrate essere vantaggiose. Ad esempio, nonostante le
elevate concentrazioni dell'anticorpo anti-protofibrilla di Ap (ad esempio,
100 mg/mL o 200 mg/mL), il tasso di aggregazione proteina-proteina &
inaspettatamente basso e paragonabile a tassi di aggregazione
tipicamente visti con concentrazioni di anticorpo molto piu basse (ad
esempio, 10 mg/mL). In alcune forme di realizzazione, le formulazioni
farmaceutiche attualmente divulgate presentano un tasso iniziale di
aggregati inferiore rispetto a formulazioni aventi concentrazioni

significativamente inferiori di anticorpo anti-protofibrilla di AR (ad



esempio, ~0,3% del livello iniziale di aggregati per 100 mg/mL di
anticorpo anti-protofibrilla di AR rispetto a ~0,8% del livello iniziale di
aggregati per 10 mg/mL di anticorpo anti-protofibrilla di AB). In alcune
forme di realizzazione, le formulazioni farmaceutiche attualmente
divulgate presentano un tasso di generazione di particelle sub-visibili
inferiore rispetto a formulazioni aventi concentrazioni significativamente
inferiori dell’anticorpo anti-protofibrilla di AB (ad esempio, 10,6
particelle/mL per 100 mg/mL di anticorpo anti-protofibrilla di AB rispetto a
12,6 particelle/mL per 10 mg/mL di anticorpo anti-protofibrilla di AB). In
alcune forme di realizzazione, le formulazioni farmaceutiche attualmente
divulgate presentano un tasso di aggregazione diminuito, un livello di
aggregazione iniziale diminuito, un tasso di frammentazione proteica
diminuito e/o una diminuzione nella formazione di particelle sub-visibili
rispetto a formulazioni aventi concentrazioni significativamente inferiori
dell'anticorpo anti-protofibrilla di AB. Bassi tasso di aggregazione, livello
di aggregazione iniziale, tasso di frammentazione proteica e/o
generazione di particelle sub-visibili possono consentire una maggiore
stabilita e/o una maggiore durata di conservazione del prodotto. Inoltre,
gli eccipienti nelle formulazioni farmaceutiche attualmente divulgate
possono essere presenti in quantita inferiori rispetto ai prodotti
endovenosi attualmente in commercio. In alcune forme di realizzazione,
il pH e l'osmolalita delle formulazioni farmaceutiche attualmente divulgate
sono accettabili per la somministrazione endovenosa dopo diluizione in

fluidi endovenosi.



L'assegnazione di amminoacidi a ciascun dominio &,
generalmente, conforme alle definizioni di SEQUENCES OF PROTEINS
OF IMMUNOLOGICAL INTEREST (Kabat et al., 5a ed., U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91- 3242. 1991, di
seguito riferito come "rapporto Kabat").

L'anticorpo anti-protofibrilla di AB secondo linvenzione é
BAN2401, noto anche come lecanemab. BAN2401 & una versione
monoclonale di IgG1 umanizzata di mAb158, un anticorpo monoclonale
murino prodotto per avere come bersaglio le protofibrille e divulgato in
WO 2007/108756 e Journal of Alzheimer's Disease 43: 575-588 (2015).
BAN2401 € un anticorpo anti-protofibrilla di AB, che dimostra una bassa
affinita per il monomero di AB, pur legandosi con elevata selettivita alle
specie aggregate di AB solubili. Ad esempio, BAN2401 ¢ stato riportato
dimostrare una selettivita approssimativamente 1000 volte e da 5 a 10
volte piu elevata per le protofibrille di AB solubili rispetto rispettivamente
ai monomeri di AB o alle fibrille in AB insolubili.

BAN2401 comprende (i) un dominio variabile di catena pesante
comprendente la sequenza amminoacidica di SEQ ID NO:1 e (ii) un
dominio variabile di catena leggera comprendente la sequenza
amminoacidica di SEQ ID NO:2. Le sequenze di lunghezza intera di
catena pesante e catena leggera di BAN2401 sono esposte in SEQ ID
NO: 11 e 12 e sono descritte in WO 2007/108756 e in Journal of
Alzheimer's Disease 43:575-588 (2015).



Altri esempi non limitativi di anticorpi da utilizzare come I'almeno
un anticorpo anti-protofibrilla di AB nella presente divulgazione includono
quelli divulgati in WO 2002/003911, WO 2005/123775, WO 2007/108756,
WO 2011/001366, WO 2011/104696 e WO 2016/005466.

WO 2020/023530 si riferisce a metodi di trattamento e
prevenzione della malattia di Alzheimer.

In alcune forme di realizzazione, I'anticorpo anti-protofibrilla di
AB isolato & presente in una concentrazione che varia da 85 mg/mL a
275 mg/mL. In alcune forme di realizzazione, I'anticorpo anti-protofibrilla
di AB isolato & presente in una concentrazione che varia da 90 mg/mL a
250 mg/mL. In alcune forme di realizzazione, I'anticorpo anti-protofibrilla
di AB isolato € presente in una concentrazione che varia da 95 mg/mL a
225 mg/mL. In alcune forme di realizzazione, I'anticorpo anti-protofibrilla
di AB isolato € presente in una concentrazione che varia da 100 mg/mL
a 200 mg/mL. In alcune forme di realizzazione, l'anticorpo isolato &
presente in una concentrazione di 80 mg/mL, 90 mg/mL, 100 mg/mL, 110
mg/mL, 120 mg/mL, 130 mg/mL, 140 mg/mL, 150 mg/mL, 160 mg/mL,
170 mg/mL, 180 mg/mL, 190 mg/mL, 200 mg/mL, 210 mg/mL, 220
mg/mL, 230 mg/mL, 240 mg/mL, 250 mg/mL, 260 mg/mL, 270 mg/mL,
280 mg/mL, 290 mg/mL, o 300 mg/mL. In alcune forme di realizzazione,
I'anticorpo isolato & presente in una concentrazione di 100 mg/mL. In
alcune forme di realizzazione, l'anticorpo isolato & presente in una
concentrazione di 200 mg/mL. In alcune forme di realizzazione,

I'anticorpo isolato & presente in una concentrazione di 250 mg/mL. In



alcune forme di realizzazione, l'anticorpo isolato & presente in una
concentrazione di 300 mg/mL. La formulazione farmaceutica
dell'invenzione comprende un tampone farmaceuticamente accettabile.
In alcune forme di realizzazione, il tampone € un tampone di citrato. In
alcune forme di realizzazione, il tampone & un tampone di istidina. In
alcune forme di realizzazione, I'almeno un componente aggiuntivo nella
formulazione farmaceutica €& scelto tra emulsionanti. In alcune forme di
realizzazione, I'almeno un componente aggiuntivo nella formulazione
farmaceutica € scelto tra acido citrico (o acido citrico monoidrato), cloruro
di sodio e istidina (e/o cloridrato di istidina).

La concentrazione di arginina (e/o cloridrato di arginina) nella
formulazione farmaceutica varia da circa 100 mM a circa 400 mM. In
alcune forme di realizzazione, la concentrazione di arginina (e/o
cloridrato di arginina) nella formulazione farmaceutica varia da circa 110
mM a circa 380 mM. In alcune forme di realizzazione, la concentrazione
di arginina (e/o cloridrato di arginina) nella formulazione farmaceutica
varia da circa 120 mM a circa 360 mM. In alcune forme di realizzazione,
la concentrazione di arginina (e/o cloridrato di arginina) nella
formulazione farmaceutica varia da circa 125 mM a circa 350 mM. In
alcune forme di realizzazione, la concentrazione di arginina (e/o
cloridrato di arginina) nella formulazione farmaceutica € di 125 mM. In
alcune forme di realizzazione, la concentrazione di arginina (e/o

cloridrato di arginina) nella formulazione farmaceutica € di 200 mM. In



alcune forme di realizzazione, la concentrazione di arginina (e/o
cloridrato di arginina) nella formulazione farmaceutica & di 350 mM.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
comprende istidina. In alcune forme di realizzazione, la concentrazione
di istidina nella formulazione farmaceutica varia da circa 10 mM a circa
100 mM. In alcune forme di realizzazione, la concentrazione di istidina
nella formulazione farmaceutica varia da 10 mM a 100 mM, da 12 mM a
80 mM, da 14 mM a 60 mM, da 15 mM a 55 mM, da 15 mM a 35 mM, o
da 15 mM a 25 mM. In alcune forme di realizzazione, la concentrazione
di istidina &€ 25 mM. In alcune forme di realizzazione, la concentrazione
di istidina € 50 mM.

La concentrazione di polisorbato 80 nella formulazione
farmaceutica varia dallo 0,01 allo 0,1% in p/v, dallo 0,01 allo 0,08% in pl/v,
dallo 0,02 allo 0,08% in p/v, dallo 0,03 allo 0,07% in p/v, o dallo 0,04 allo
0,06% in p/v. In alcune forme di realizzazione, il polisorbato 80 & presente
nella formulazione farmaceutica in una concentrazione dello 0,01% in
p/v, 0,02% in p/v, 0,03% in p/v, 0,04% in p/v, 0,05% in p/v, 0,06% in plv,
0,07% in p/v, 0 0,08% in p/v. In alcune forme di realizzazione, |l
polisorbato 80 & presente nella formulazione farmaceutica in una
concentrazione dello 0,02% in p/v. In alcune forme di realizzazione, il
polisorbato 80 & presente nella formulazione farmaceutica in una
concentrazione dello 0,05% in p/v.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica

comprende acido citrico monoidrato. In alcune forme di realizzazione, la



concentrazione di acido citrico monoidrato nella formulazione
farmaceutica varia da circa 10 mM a 100 mM. In alcune forme di
realizzazione, la concentrazione di acido citrico monoidrato nella
formulazione farmaceutica varia da 10 mM a 100 mM, da 10 mM a 90
mM, da 15 mM a 85 mM, da 20 mM a 80 mM, da 25 mM a 75 mM, da 30
mM a 70 mM, da 30 mM a 60 mM, o da 30 mM a 50 mM. In alcune forme
di realizzazione, la concentrazione di acido citrico monoidrato nella
formulazione farmaceutica € 50 mM.

La divulgazione fornisce una formulazione farmaceutica avente
un pH nell’intervallo da 4,5 a 5,5. In alcune forme di realizzazione, il pH
€45 464,7,48,49, 5,0, 51, 52, 53, 54 0 5,5. In alcune forme di
realizzazione, il pH € 5,0.

In alcune forme di realizzazione, le formulazioni farmaceutiche
qui divulgate possono essere sotto forma di una soluzione e/o di qualsiasi
altra formulazione liquida idonea ritenuta appropriata da un tecnico del
ramo di competenza ordinaria. La via di somministrazione delle
composizioni della presente divulgazione pud essere endovenosa o
sottocutanea. In alcune forme di realizzazione, la formulazione
farmaceutica € formulata come un liquido sterile, apirogeno per
somministrazione endovenosa. In alcune forme di realizzazione, la
formulazione farmaceutica &€ formulata come liquido sterile, apirogeno
per la somministrazione sottocutanea. In alcune forme di realizzazione,

la formulazione farmaceutica € una soluzione salina.



In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
comprende 100 mg/mL di BAN2401, acido citrico monoidrato 50 mM,
arginina 110 mM, arginina cloridrato 240 mM, e 0,05% (in p/v) di
polisorbato 80, ed ha un pH di 5,0 £ 0,4.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
comprende 100 mg/mL o 200 mg/mL di BAN2401, istidina e istidina
cloridrato 25 mM, arginina cloridrato 200 mM, e 0,05% (in p/v) di
polisorbato 80, ed ha un pH di 5,0 £ 0,4.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
comprende 200 mg/mL di BAN2401, istidina e istidina cloridrato 50 mM,
arginina cloridrato 125 mM, e 0,02% (in p/v) di polisorbato 80, ed ha un
pH di 5,0 £ 0,4.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
comprende 200 mg/mL di BAN2401, acido citrico 50 mM (e/o acido citrico
monoidrato), arginina (e/o arginina cloridrato) 125 mM, e 0,02% (in p/v)
di polisorbato 80, ed ha un pH di 5,0 £ 0,4.

BAN2401 e i metodi che comprendono l'uso di BAN2401 sono
divulgati nella domanda provvisoria statunitense n. 62/749,614 e nella
domanda internazionale PCT n. PCT/US2019/043067.

Breve descrizione dei disegni

La Figura 1 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti

temporali 0, 1,2 e 3 mesia 5 °C.
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La Figura 2 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali0, 1,2 e 3 mesia 5 °C.

La Figura 3 illustra la percentuale di monomeri nelle formulazioni
di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti temporali O,
1,2e 3 mesiab °C.

La Figura 4 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali 0, 1, 2 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 5 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali 0, 1,2 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 6 illustra la percentuale di monomeri nelle formulazioni
di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti temporali O,
1,2e 3 mesia 25 °C.

La Figura 7 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti
temporali 0, 1,2 e 3 mesia 5 °C.

La Figura 8 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti
temporali 0, 1,2 e 3 mesia 5 °C.

La Figura 9 illustra la percentuale di monomeri nelle formulazioni
di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti temporali O,
1,2e 3mesia 5 °C.

11



La Figura 10 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti
temporali 0, 1, 2 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 11 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti
temporali 0, 1, 2 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 12 llustra la percentuale di monomeri nelle
formulazioni di BAN2401 a valori di pH di 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5 ai punti
temporali 0, 1, 2 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 13 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali 0, 1 e 2 mesi a 25 °C.

La Figura 14 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali 0, 1 e 2 mesi a 25 °C.

La Figura 15 illustra la percentuale di monomeri nelle
formulazioni di BAN2401 a 10 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL ai punti
temporali 0, 1 e 2 mesi a 25 °C.

La Figura 16 illustra la percentuale di aggregazione di monomeri
nelle formulazioni di BAN2401 in funzione della concentrazione di
arginina.

La Figura 17 illustra un diagramma di flusso per il processo di

produzione di un'iniezione di BAN2401 da 10 mg/mL.
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La Figura 18 illustra un diagramma di flusso per il processo di
produzione di un'iniezione di BAN2401 da 100 mg/mL.

La Figura 19 illustra i valori di pH delle formulazioni di BAN2401
a valori di pH ai punti temporali 0 e 12 mesia 5 °C.

La Figura 20 illustra i valori di pH delle formulazioni di BAN2401
ai valori di pH ai punti temporali 0, 1 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 21 illustra i valori di pH delle formulazioni di BAN2401
ai valori di pH dopo un mese a 5 °C e con agitazione a 25 °C.

La Figura 22 illustra I'assorbanza a 405 nm delle formulazioni di
BAN2401 ai punti temporali 0, 1, 3,6, 9e 12 mesia 5 °C.

La Figura 23 illustra I'assorbanza a 405 nm delle formulazioni di
BAN2401 ai punti temporali 0, 1 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 24 mostra I'assorbanza a 405 nm delle formulazioni di
BAN2401 a un mese a 5 °C e con agitazione a 25 °C.

La Figura 25 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 ai tempi 0, 1, 3,6, 9e 12 mesia 5 °C.

La Figura 26 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 ai punti temporali 0,1, 3,6,9 e 12 mesia 5 °C.

La Figura 27 illustra la percentuale di monomeri nelle
formulazioni di BAN2401 ai punti temporali 0,1, 3,6,9 e 12 mesia 5 °C.

La Figura 28 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 ai punti temporali 0, 1 € 3 mesi a 25 °C.

La Figura 29 illustra la percentuale di frammentazione nelle

formulazioni di BAN2401 ai punti temporali 0, 1 € 3 mesi a 25 °C.
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La Figura 30 illustra la percentuale di monomeri nelle
formulazioni di BAN2401 ai punti temporali 0, 1 e 3 mesi a 25 °C.

La Figura 31 illustra la percentuale di aggregazione nelle
formulazioni di BAN2401 a un mese a 5 °C e con agitazione a 25 °C.

La Figura 32 illustra la percentuale di frammentazione nelle
formulazioni di BAN2401 a un mese a 5 °C e con agitazione a 25 °C.

La Figura 33 illustra la percentuale di monomeri nelle
formulazioni di BAN2401 a un mese a 5 °C e con agitazione a 25 °C.

Definizioni

Di seguito sono riportate le definizioni di termini utilizzati nella
presente domanda.

Come utilizzato qui i termini singolari "uno/un”, "una/un™, e
"il/lo/la/l' includono il riferimento plurale a meno che il contesto non
indichi chiaramente diversamente.

La frase "e/o", come usata qui, significa "uno o entrambi" degli
elementi cosi uniti, vale a dire elementi che sono presenti
congiuntamente in alcuni casi e disgiuntamente presenti in altri casi.
Pertanto, a titolo di esempio non limitativo, "A e/o B", quando utilizzato in
combinazione con un linguaggio aperto come "comprendente", puo
riferirsi, in alcune forme di realizzazione, ad A solamente (includendo
facoltativamente elementi diversi da B); in altre forme di realizzazione, a
B solamente (includendo facoltativamente elementi diversi da A); in altre
forme di realizzazione ancora, ad entrambi A e B (includendo

facoltativamente altri elementi); eccetera.
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Come utilizzato qui, "almeno uno" significa uno o piu degli
elementi nell'elenco di elementi, ma non necessariamente includendo
almeno uno di ogni elemento specificamente elencato nell'elenco di
elementi e non escludendo qualsiasi combinazione di elementi
nell'elenco di elementi. Questa definizione consente inoltre che elementi
possano facoltativamente essere presenti diversi dagli elementi
specificamente identificati nell'elenco di elementi a cui si riferisce la frase
"almeno uno", siano essi correlati o meno a quegli elementi
specificamente identificati. Pertanto, come esempio non limitativo,
"almeno uno tra A e B" (0, equivalentemente, "almeno uno tra Ao B", o,
equivalentemente "almeno uno tra A e/o B") puo riferirsi, in una forma di
realizzazione, ad almeno uno, facoltativamente comprendente piu di uno,
A, senza B presente (e facoltativamente includente elementi diversi da
B); in un'altra forma di realizzazione, ad almeno uno, facoltativamente
includente piu di uno, B, senza A presente (e facoltativamente includente
elementi diversi da A); in un'altra forma di realizzazione ancora, ad
almeno uno, facoltativamente includente piu di uno, A, e ad almeno uno,
facoltativamente includente piu di uno, B (e facoltativamente includente
altri elementi); eccetera.

Quando un numero viene indicato, da solo o come parte di un
intervallo numerico, dovrebbe essere inteso che il valore numerico puo
variare al di sopra e al di sotto del valore indicato con una variazione che
e ragionevole per il valore descritto, come riconosciuto da un tecnico del

ramo.
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Come utilizzato qui, un "frammento” di un anticorpo comprende
una porzione dell'anticorpo, ad esempio comprendente una sua regione
legante l'antigene o variabile. Esempi non limitativi di frammenti
includono frammenti Fab, frammenti Fab', frammenti F(ab')2, frammenti
Fv, diabody, anticorpi lineari e molecole di anticorpi a catena singola.

Come utilizzato qui, "frammentazione" o "formazione di
frammenti" si riferisce alla degradazione di un anticorpo o di un suo
frammento quando € in o aggiunto a una formulazione. Un frammento
generato dalla frammentazione o dalla formazione di frammenti pu6é o
meno essere in grado di legarsi all'antigene a cui si lega I'anticorpo o |l
suo frammento.

Come utilizzato qui, "tampone di istidina" pud comprendere
istidina, istidina cloridrato o una loro combinazione, in cui listidina
cloridrato pud essere istidina cloridrato monoidrato.

Come utilizzato qui, "tampone di citrato" pud comprendere acido
citrico, suoi sali o una loro combinazione, in cui I'acido citrico puo essere
acido citrico monoidrato o acido citrico anidro.

Forme di realizzazione non limitative della divulgazione:

Alcune forme di realizzazione della presente divulgazione si
riferiscono a formulazioni farmaceutiche acquose.

Concentrazione di anticorpo

Per qualsiasi delle formulazioni farmaceutiche acquose qui

descritte, I'anticorpo pud essere presente nelle seguenti concentrazioni.
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In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
di 100 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
di 200 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
che varia da 80 mg/mL a 300 mg/mL. In alcune forme di realizzazione
della formulazione farmaceutica, I'anticorpo anti-protofibrilla di AR isolato
€ presente in una concentrazione che varia da 80 mg/mL a 240 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di AR isolato € presente in una concentrazione
che varia da 100 mg/mL a 200 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
che varia da 80 mg/mL a 300 mg/mL, da 85 mg/mL a 275 mg/mL, da 90
mg/mL a 250 mg/mL, da 95 mg/mL a 225 mg/mL, da 100 a 200 mg/mL.
In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
che varia da 90 mg/mL a 220 mg/mL, da 100 mg/mL a 210 mg/mL, o da
110 mg/mL a 200 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,

I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
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di 80 mg/mL, 90 mg/mL, 100 mg/mL, 110 mg/mL, 120 mg/mL, 180
mg/mL, 190 mg/mL, 200 mg/mL, 210 mg/mL, 220 mg/mL, 230 mg/mL,
240 mg/mL, 250 mg/mL, 260 mg/mL, 270 mg/mL, 280 mg/mL, 290
mg/mL, o 300 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
di 100 mg/mL.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
I'anticorpo anti-protofibrilla di Ap isolato € presente in una concentrazione
di 200 mg/mL.

Arginina

Per qualsiasi delle formulazioni farmaceutiche acquose descritte
qui, la formulazione comprende arginina. L'arginina & arginina, arginina
cloridrato o una loro combinazione.

La concentrazione di arginina varia da circa 100 mM a circa 400
mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di arginina varia da 110 mM a 380 mM, da 120 mM a
360 mM, da 125 mM a 350 mM, da 100 mM a 200 mM, da 125 mM a 200
mM o da 150 mM a 200 mM. In alcune forme di realizzazione della
formulazione farmaceutica, la concentrazione di arginina varia da 150
mM a 250 mM, da 160 mM a 240 mM, da 170 mM a 230 mM, da 180 mM
a 220 mM, da 190 mM a 210 mM di arginina, arginina cloridrato, o una

loro combinazione.
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In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di arginina & 125 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di arginina & 200 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di arginina varia da 200 mM a 400 mM, da 210 mM a
390 mM, da 220 mM a 380 mM, da 230 mM a 370 mM, da 240 mM a 360
mM, da 240 mM a 350 mM o da 250 mM a 350 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di arginina & 350 mM.

Polisorbato 80 (PS80)

Per qualsiasi delle formulazioni farmaceutiche acquose descritte
qui, la formulazione comprende polisorbato 80 dallo 0,01% in p/v allo
0,1% in p/v.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione di polisorbato 80 varia da circa lo 0,01% in p/v allo
0,08% in p/v, dallo 0,02% in p/v allo 0,08% in p/v, dallo 0,03% in p/v allo
0,07% in p/v, o dallo 0,04% in p/v allo 0,06% in p/v.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il polisorbato 80 & presente in una concentrazione dello 0,01% in p/v,
0,02% in p/v, 0,03% in p/v, 0,04% in p/v, 0,05% in p/v, 0,06% in p/v, 0,07%
in p/v, 0 0,08% in p/v.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,

il polisorbato 80 & presente in una concentrazione dello 0,02% in p/v.
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In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il polisorbato 80 €& presente in una concentrazione dello 0,05% in p/v.

Tampone

Per qualsiasi delle formulazioni farmaceutiche acquose descritte
qui, la formulazione comprende un tampone farmaceuticamente
accettabile come di seguito.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone farmaceuticamente accettabile &€ tampone di citrato.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di citrato € presente in una concentrazione da circa 10 mM a
circa 100 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la concentrazione del tampone di citrato varia da 10 mM a 100 mM, da
10 mM a 90 mM, da 15 mM a 85 mM, da 20 mM a 80 mM, da 25 mM a
75 mM, da 30 mM a 70 mM, da 30 mM a 60 mM, o da 30 mM a 50 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di citrato € presente in una concentrazione di 50 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone farmaceuticamente accettabile &€ un tampone di istidina.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di istidina & presente in una concentrazione da circa 10 mM a
circa 100 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,

la concentrazione del tampone di istidina varia da 10 mM a 100 mM, da
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12 mM a 80 mM, da 14 mM a 60 mM, o da 15 mM a 55 mM, da 15 mM
a 35mM, oda 15 mM a 25 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di istidina & presente in una concentrazione di 25 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di istidina & presente in una concentrazione di 50 mM.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il tampone di istidina comprende istidina e cloridrato di istidina
monoidrato. In alcune forme di realizzazione della formulazione
farmaceutica, il tampone di istidina comprende istidina e cloridrato di
istidina monoidrato, in cui l'istidina & in una concentrazione da circa 0,1
a 0,3 mg/mL e l'istidina cloridrato monoidrato € in una concentrazione da
circa 4 a 6 mg/mL. In alcune forme di realizzazione della formulazione
farmaceutica, il tampone di istidina comprende istidina e cloridrato di
istidina monoidrato, in cui l'istidina & in una concentrazione di circa 0,26
mg/mL e l'istidina cloridrato monoidrato € in una concentrazione di circa
4,89 mg/mL. In alcune forme di realizzazione della formulazione
farmaceutica, il tampone di istidina comprende istidina e cloridrato di
istidina monoidrato, in cui l'istidina comprende 0,2-0,3 mg/mL di istidina
e 4,4-4,9 mg/mL di cloridrato di istidina, facoltativamente in cui l'istidina
cloridrato & monoidrato.

pH

Per qualsiasi delle formulazioni farmaceutiche acquose descritte

qui, la formulazione ha un pH che varia da 4,5 a 5,5.
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In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
iipHe&4,5,46,4,7,4,8,49,5,0,5,1,52,53,5405,5.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
il pH € 5,0.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la formulazione farmaceutica € adeguata per iniezione endovenosa.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica,
la formulazione farmaceutica € adeguata per iniezione sottocutanea.

In alcune forme di realizzazione della formulazione farmaceutica
acquosa la formulazione farmaceutica comprende metionina.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 da 80 mg/mL a 240 mg/mL,

(b) arginina cloridrato da 140 mM a 260 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,01% in p/v allo 0,1% in plv, e

(d) tampone di istidina da 15 mM a 35 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata qui una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 da 80 mg/mL a 120 mg/mL,

(b) arginina da 240 mM a 360 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,03% in p/v allo 0,08% in plv, e

(d) tampone di citrato da 30 mM a 70 mM,
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in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5, e in cui larginina € arginina, arginina cloridrato o una loro
combinazione.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata qui una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 100 mg/mL,

(b) arginina cloridrato 200 mM,

(c) polisorbato 80 allo 0,05% in p/v, e

(d) tampone di istidina 25 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata qui una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 200 mg/mL,

(b) arginina cloridrato 200 mM,

(c) polisorbato 80 allo 0,05% in plv, e

(d) tampone di istidina 25 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata qui una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 100 mg/mL,

(b) arginina 350 mM,

(c) polisorbato 80 allo 0,05% in plv, e
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(d) tampone di citrato 50 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5, e in cui larginina & arginina, arginina cloridrato o una loro
combinazione.

In alcune forme di realizzazione, viene divulgata qui una
formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) BAN2401 da 150 mg/mL a 250 mg/mL,

(b) arginina cloridrato da 100 mM a 150 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,01% in p/v allo 0,05% in p/v, e

(d) tampone di istidina da 35 mM a 65 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5.

In alcune forme di realizzazione, la formulazione farmaceutica
acquosa ha pH 5,0.

ESEMPI

Esempio 1: Studio sulla concentrazione di proteina

Campioni con tre concentrazioni proteiche (10, 100, 200 mg/mL)
sono stati preparati ed esaminati nello studio sulla concentrazione. Il
materiale da 10 mg/mL é stato sostanza farmacologica purificata (PDS)
BAN2401, mentre i materiali da 100 e 200 mg/mL sono stati prodotti da
PDS BAN2401 utilizzando filtri rotativi Amicon Ultra-15. | campioni sono
stati tutti nello stesso tampone di formulazione (citrato di sodio 25 mM,
cloruro di sodio 125 mM, pH 5,7), ad eccezione del fatto che ciascuno ha

avuto un differente livello di PS80. Le percentuali di PS80 dei campioni
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da 10, 100 e 200 mg/mL sono state rispettivamente 0,02%, 0,16% e
0,32%. Tutti i campioni sono stati filtrati a 0,2 ym e aliquotati in provette
sterili in polipropilene (PP) per i test di stabilita. (Nota: Il processo di
rimozione del PS80 non & stato disponibile al momento in cui lo studio &
stato condotto.)

La stabilita del campione & stata valutata a due temperature (5 e
25 °C) per 3 mesi utilizzando HPLC-SEC nativa, pH e DLS. Ulteriori saggi
di caratterizzazione, come la verifica del PS80, sono stati eseguiti sui
campioni T = 0. | dettagli dei test sui campioni sono mostrati nella Tabella

1.

Tabella 1 Programma di test (Studio di concentrazione)

Punto temporale T=0 Tl mo T= 2 mese(i) T= 3 mese(i)
Temperatura N/A seC 5°C 5°C

25°C 25eC 23 %
Numero di 3 6 6 6
campioni
Test SEC nativa SEC nativa SEC nativa SEC nativa

I pH & stato misurato utilizzando un pHmetro con una
microsonda. Prima delle misurazioni, & stata eseguita una calibrazione
utilizzando standard a pH 4,0 e 7,0.

L'aggregazione e la degradazione fisica del BAN2401
concentrato sono state valutate eseguendo HPLC-SEC nativa su
campioni stabili conservati a 5 e 25 °C.

L'analisi HPLC-SEC (nativo) é stata eseguita utilizzando una
colonna TSK G3000 SWXL con fase mobile di fosfato di sodio 0,2 M, pH

7,0 a una portata di 1,0 mL/min. | volumi di iniezione del campione sono
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stati di 15, 1,5 o 0,8 ul, per concentrazioni proteiche di 10, 100 o 200
mg/mL rispettivamente. Cid garantisce che approssimativamente 150 pg
di proteina siano iniettate nella colonna durante lo studio. Risultati delle
aree di picco relative (%) per monomero, aggregato e frammento sono
riportati nelle Figure 1-6.

A entrambe le temperature (5 e 25 °C), sono stati osservati tassi
di aggregati e tassi di aggregazione piu elevati con concentrazioni
proteiche piu elevate. Per i campioni da 100 e 200 mg/mL, le percentuali
di aggregato di partenza sono state quasi il doppio di quelle del campione
da 10 mg/mL. Cid ha indicato che il processo di concentrazione da solo
ha indotto proteine ad aggregarsi. Un'ulteriore aggregazione si &
verificata durante la conservazione a 5 e 25 °C. Il tasso medio di
aggregazione nell'arco di 3 mesi a 5 °C é stato dello 0,17% al mese per
100 mg/mL e dello 0,20% al mese per 200 mg/mL. A titolo di confronto, il
campione da 10 mg/mL ha mostrato un tasso di aggregazione pari solo
allo 0,07% al mese nelle stesse condizioni. In sintesi, & emerso che
BAN2401 a 100 mg/mL o superiore non € stato fisicamente stabile nella
formulazione.

La concentrazione di proteina € stata valutata mediante UV
misurando l'assorbanza a 280 e 320 nm su uno spettrofotometro
Beckman DU-800. | campioni sono stati diluiti 500 volte e sono stati
preparati in duplicato. La concentrazione di proteina & stata calcolata
utilizzando un coefficiente di estinzione, ¢, di 1,32, utilizzando la seguente

formula:

26



Concentrazione = { A280-A320)/x « Fattore di diluizione

La concentrazione di proteina € stata misurata utilizzando uno
spettrofotometro UV-Vis. | risultati sono elencati in Tabella 2. Nel
complesso, le concentrazioni sono rimaste invariate per tutti i 3 mesi a

entrambe le temperature.
Tabella 2. Risultati della concentrazione di proteina (Studio di concentrazione)

D di Concentrazione di proteina (mg/ml)

campione ! ‘ )
T=0 T== 1 mese(1) T2 mese(1) T3 mese(1)

5°C 28°C 5°C 2300 s°C 25 °C

10 mg/ml 106 993 9.93 99 10.0 10.11 10.15

100 110.3 10,1 141 103.4 1042 106.6 106.4

mygml

200 2108 197.2 2245 2074 2054 2053 2058

myg/ml

Esempio 2: Studio di screening del pH

La stabilita di BAN2401 a 200 mg/mL é stata valutata a cinque
differenti valori di pH. Per preparare i campioni, BAN2401 PDS rimosso
da PS80 é stato concentrato e diafiltrato in un tampone contenente citrato
di sodio 50 mM, cloruro di sodio 100 mM pH 4,5. La regolazione della
concentrazione finale & stata effettuata tramite una diluizione per
ottenere una concentrazione di 200 mg/mL di proteina e 0,02% di PS80.
Il materiale risultante e stato suddiviso in 5 aliquote; quattro delle aliquote
sono state titolate con idrossido di sodio 10 N per produrre campioni a
differenti pH (ovvero pH 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5). | campioni risultanti sono stati
filtrati @ 0,2 um e suddivisi in sotto-aliquote in provette sterili in

polipropilene (PP) per la valutazione della stabilita.
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La stabilita dei campioni é stata valutata a due temperature (5 e
25 °C) utilizzando HPLC-SEC nativa, pH e DLS per 3 mesi. Inoltre, &
stato condotto uno studio di agitazione al punto temporale di un mese, in
cui un sottoinsieme dei campioni a 5 °C é stato agitato orizzontalmente
a 250 giri al minuto per 3 giorni in un incubatore a 25 °C. | dettagli dei

test sui campioni sono mostrati nella Tabella 3.
Tabella 3. Programma di test (Studio di pH)

Punto temporale T=0 T = 1 mese T = 2 mesi T = 3 mesi
Temperatura n/a 5C 5°C SC
25-C 25-C 25-€
Agitazione wa Agitazione Non richiesto Non richiesto
Numel_‘o Qi 5 15 10 10
campioni
Test SEC nativa SEC nativa SEC nativa SEC nativa
pH pH pH pH
DLS DLS DLS DLS
DSC

L'analisi di SEC-HPLC é stata eseguita utilizzando una colonna
TSK G3000 SWXL con fase mobile di fosfato di sodio 0,2 M, pH 7,0, a
una portata di 1,0 mL/min. | volumi di iniezione del campione sono stati
di 15, 1,5 0 0,8 pL per concentrazioni proteiche di 10, 100 o 200 mg/mL
rispettivamente. Questo garantisce che approssimativamente 150 ug di
proteine vengano iniettati nella colonna durante lo studio. Sono stati
riportati i risultati delle aree di picco relative (%) per monomero,
aggregato e frammento.
BAN2401

L'aggregazione e la degradazione fisica del

concentrato sono state valutate eseguendo HPLC-SEC nativa su
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campioni stabili conservati a 5 e 25 °C. | risultati sono mostrati nelle
Figure 7-12. BAN2401 & apparso essere piu stabile a pH piu bassi a
entrambe le temperature (5 e 25 °C). Le formulazioni con pH 4,5 e 5,0
hanno iniziato con basse percentuali di aggregati e hanno mostrato un
aumento piu lento nella formazione di aggregati, a un tasso di -0,07% al
mese a 5 °C. Oltre all'aggregazione, € stata analizzata anche la
frammentazione della proteina. | risultati hanno suggerito che la
frammentazione di BAN2401 & stata piu pronunciata nelle formulazioni
di BAN2401 a pH piu basso. Sulla base di queste considerazioni, le
formulazioni di BAN2401 a pH 5,0 sono state considerate le piu stabili
(ovvero, hanno mostrato una minore aggregazione e/o degradazione
fisica di BAN2401 rispetto ad altre formulazioni a differenti valori di pH).

Esempio 3: Studio di screening di eccipienti

In questo studio sono stati vagliati dodici eccipienti. Per
preparare i campioni con BAN2401 a 200 mg/mL, BAN2401 rimosso da
PS80 & stato concentrato tramite un passaggio di TFF, seguito da un
passaggio di diafiltrazione con il tampone di base (citrato 50 mM, 0,02%
di PS80, pH 6,0). Il materiale concentrato & stato aliquotato in
ventiquattro frazioni. Ogni frazione é stata addizionata con una soluzione
madre contenente uno specifico eccipiente. Per la maggior parte degli
eccipienti sono state esaminate due concentrazioni, ad eccezione del
cloruro di sodio e dell'acido ascorbico, per i quali sono stati preparati

campioni rispettivamente con tre e un livello di concentrazione. Un elenco
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degli eccipienti utilizzati e delle relative concentrazioni & mostrato
Tabella 4.
Tabella 4. Elenco di eccipienti ¢ concentrazioni corrispondenti
Fociniente Concentrazione
P (numero di formulazione)
Nessuno 1l campione di controllo (F0) ha contenuto .
la proteina nel tampone di base senza
alcun eccipiente aggiunto,
Saccarosio 1% (F1), 6% (F2)
Trealosio 0.5% (F3), 3.5% (F4)
Mannitolo 0.5% (F3), 1.8% (Fo)
Prolina 30 Mm (F9), 400 Mm (FLO)
Glicina SO Mm (F11}, 400 Mm (F12)
Arginina 25 Mm (F13), 160 mM (F14}
Na(l A0 mM (F1a), 130 mM (F17),
500 mM (FI8)
PSBO 0.05% mviv {F19), 0.1% v (F20)
PEG400 19 (F21), 6% (F22)

Destrano, LMW

1% (F23). 5% (F24)

Acido ascorbico

30 M (F15}

Sorbitolo

1% (F7). 6% (F8)

nella

Tutti i campioni, incluso il controllo (ovvero il campione nel

tampone di base senza eccipiente), sono stati filtrati a 0,2 ym e quindi

inseriti in siringhe BD in condizioni asettiche utilizzando uno strumento

per la tappatura manuale. | campioni di controllo sono stati inseriti anche

in fiale di vetro. Le fiale e le siringhe BD sono state posizionate a 5 e 25
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°C. La stabilita di campioni & stata valutata per 2 mesi utilizzando HPLC-
SEC nativa e pH.

| campioni dello studio di screening degli eccipienti sono stati
preparati in condizioni di tampone subottimali (50 mM di citrato, 0,02% di
PS80, pH 6,0) al fine di amplificare gli effetti positivi degli eccipienti nella
prevenzione della formazione di aggregati. Il profilo di stabilita
(aggregazione) di ciascuna formulazione per 2 mesi a 25 °C é stato
valutato effettuando HPLC-SEC nativa.

Come mostrato nelle Figure 13-15, la formulazione contenente
arginina (F14) 160 mM ha prodotto il tasso di aggregazione piu basso tra
le formulazioni. Atitolo di confronto, la formulazione con arginina 160 mM
ha mostrato solo I'1,4% di aggregati a 25 °C dopo 2 mesi, mentre il
controllo (ovvero la formulazione nel tampone di base senza eccipiente -
FO) ha mostrato il 2,4% di aggregati allo stesso tempo e nelle stesse
condizioni.

Inoltre, le formulazioni con arginina hanno avuto le percentuali di
aggregati di partenza piu basse, indicando che l'arginina € stata in grado
di sopprimere la formazione di aggregati durante il passaggio di
concentrazione di proteina. La frammentazione € stata leggermente piu
elevata con la formulazione con arginina (F14) rispetto al controllo (FO0).
Tuttavia, la differenza ha potuto essere stata all'interno della variabilita
del saggio.

I secondo miglior eccipiente in questo studio & stato la

formulazione con prolina 400 mM (F10), sebbene il suo effetto nel
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controllo dell'aggregazione non sia stato efficace quanto quello della
formulazione con arginina (F14).

Le formulazioni con cloruro di sodio (F16-F18) non hanno
mostrato alcun effetto sulla stabilita rispetto al campione di controllo. La
stessa osservazione € stata fatta per le formulazioni con PS80 (F19 e
F20): non & stato osservato alcun effetto sulla stabilita variando il
contenuto di PS80. La formulazione con acido ascorbico (F15) ha
mostrato un effetto drammatico, aumentando le percentuali di aggregati
e frammenti dall'inizio dello studio.

Il pH delle due formulazioni di arginina (F13 e F14) & stato
misurato per verificare che la presenza di arginina nelle formulazioni non
avesse causato variazioni del pH nel tempo. Come mostrato nella Tabella
4, non & stata osservata alcuna variazione del pH. E stata misurata anche
I'osmolalita delle due formulazioni. | campioni sono stati conservati a -20

°C prima che essi fossero scongelati allo stesso momento per le

misurazioni.
Tabella 5. pH ¢ osmolalita di formulazioni di arginina (F13 e F14)
Formulazione di arginina pH mOsm/kg
(F13 e F14; punto temporale)

F13, T=0 senza campione senza campione
Fi4, T=0 5.86 senza campione

F13, T=1 mese 5.97 231}

F14, T=1 mese 5.88 477

F13, T=2 mesi 597 230

F14, T=2 mesi 5.89 459

Esempio 4: Studio sulla concentrazione di arginina
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La relazione tra la concentrazione di arginina e gli aggregati nella
formulazione & stata studiata mediante Design Expert® 7.0. | fattori scelti
per lo studio e i livelli esplorati per ciascun fattore sono mostrati nella

Tabella 6 di seguito.

Tabella 6. Fattori investigati nell’Esempio 4

Fattore Intervallo di fattore Livelli di fattore
BAN2401 da 30 a 120 mg/mL 30, 53,75, 98, 120 mg/mlL
pH da4.5 a 6.0 45,49 52, 50,e60
Arginina d 0 a 430 mM 0, 225, 338, e 450 mM
Polisorbato 80 d0a 0.1% 0, 0.025,0.05, 0,075, e 0.1%

Una randomizzazione del campione & stata generata tramite il
disegno D-ottimale in Design Expert® 7.0. Il set di campioni ottenuto ha
contenuto 25 punti di dati, inclusi 4 replicati, come mostrato nella Tabella

7. Ciascuna formulazione ¢é stata preparata e valutata.

Tabella 7. Formulazioni preparate per I’Esempio 4

Voce BAN2461 pH Arginina Polisorbato 80

(mg/mL) {mM) (%)
1 30 Dl 0 0.000
2 30 6.0 0 0.050
3 30 4.5 0 0.100
4 30 4.5 0 0.100
5 30 6.0 225 0.000
o} 30 4.5 450 0.000
7 30 4.5 450 0.000
8 30 6.0 450 0.100

33



9 30 6.0 450 0.100
10 53 56 228 6.025
I 33 19 338 0075
12 73 is ) 6000
13 75 45 0 (.000
14 R s 60 o T
15 75 52 224 £.000
(6 73 6.0 450 6,000
17 73 6.0 450 0.000
13 98 4.5 450 0.100
19 9§ $6 275 0.025
30 120 19 333 0073
7] 120 6.0 o 6,000
2 120 45 0 0. 100
23 120 5z 228 0050
24 120 45 430 0.000
25 120 6.0 450 0. 100

La relazione tra la concentrazione di arginina e i livelli di
aggregati nelle formulazioni di BAN2401 da 100 mg/mL a pH 5,0
contenenti lo 0,02% di polisorbato 80 & stata stimata mediante Design
Expert® 7.0. Il risultato della stima & stato mostrato nella Figura 16.

Esempio 5: Studio su PS80

Per valutare i cambiamenti nella qualita del prodotto
farmacologico in condizioni di stress, sono stati condotti studi di

agitazione e congelamento-scongelamento utilizzando un tampone di
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formulazione (pH 5,0, arginina 350 mM, acido citrico 50 mM). In questo
esperimento, sono state studiate formulazioni con diverse concentrazioni
di polisorbato 80 per confermare l'effetto del polisorbato 80 sulla
generazione di particelle sub-visibili in tali condizioni di stress. Le
formulazioni studiate e le condizioni di stress applicate sono mostrate

nella Tabella 8.

Tabella 8. Formulazioni studiate per agitazione e studi su stress da congelamento-scongelamento

Formulazione Concentrazione di Condizione di stress

polisorbato 80

100 myg/mi. BAN240] o (% » Agitazione a 250 rpm per 3 giomia 5 °C
Tampone di citrato 50 mM o 0.02% * Agitazione a 250 rpm per 3 giomi a
Arginina 350 mM . 0.05% temperatura ambiente

pH 5.0 e 0.1% + Tre cicli di congelamento-scongelamento

(da -20 °C a temperatura ambiente)

| campioni sono stati preparati nello stesso modo come descritto
nellEsempio 4. E stata aggiunta una soluzione di PS80 al 10% per
raggiungere la concentrazione bersaglio di PS80 nelle formulazioni e la
regolazione della concentrazione di proteina finale € stata effettuata
tramite diluizione con il tampone di formulazione. Le formulazioni sono
state passate attraverso filtri da 0,2 ym e inserite in fiale da 2 mL con un
volume di riempimento di 1,3 mL. | campioni sono stati posizionati su un
agitatore orbitale in un orientamento orizzontale (con la fiala coricata sul
lato) che é stata successivamente posta in un frigorifero o sul banco da
laboratorio. | campioni sono stati agitati a 250 rpm per 3 giorni. Altri
campioni sono stati congelati mediante posizionamento in una camera a

-20 °C per 2 ore, quindi rimossi e lasciati a temperatura ambiente per 2
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ore per lo scongelamento. Il ciclo di congelamento-scongelamento &
stato ripetuto tre volte. | campioni provenienti dagli studi di agitazione e
congelamento-scongelamento sono stati valutati per aspetto visivo, livelli
di aggregati e frammenti mediante SEC-HPLC e particelle sub-visibili
mediante Micro Flow Imaging (MFI).

| risultati degli studi di agitazione e congelamento-
scongelamento su formulazioni di BAN2401 con livelli di PS80 variabili
sono riassunti di seguito.

Analisi di SEC-HPLC

L'analisi di SEC-HPLC é stata eseguita utilizzando una colonna
TSK G3000 SWXL con fase mobile di fosfato di sodio 0,2 M, pH 7,0, a
una portata di 1,0 mL/min. | volumi di iniezione del campione sono stati
di 5,0 yL o 2,5 uL per concentrazioni proteiche di 50 o 100 mg/mL
rispettivamente. Questo garantisce che approssimativamente 250 ug di
proteine vengano iniettati nella colonna durante lo studio. Sono stati
riportati i risultati delle aree di picco relative (%) per monomero,
aggregato e frammento.

Nel livello di aggregati in formulazioni a pH 5 conservate a 25 °C
per 3 mesi con concentrazioni di polisorbato 80 variabili, non c’é stata
alcuna differenza significativa nei livelli di aggregati quando la
concentrazione di PS80 é stata aumentata dallo 0% allo 0,06%, a un pH
di formulazione di 5,0. Viene concluso che PS80 non influenza la

formazione di aggregati, ovvero dimero e trimero, come misurato
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mediante SEC-HPLC, durante la conservazione di formulazioni di
BAN2401 a 25 °C.

Nell'effetto della concentrazione di polisorbato 80 su livelli di
frammento nelle formulazioni a pH 5, la concentrazione di polisorbato 80
non influenza i livelli di frammento in BAN2401.

Nell'aspetto di formulazioni dopo agitazione a 250 rpm per 3
giorni a temperatura ambiente, il campione senza PS80 & stato torbido
con proteine precipitate, mentre gli altri campioni (0,02%, 0,05% e 0,1%
di polisorbato 80) sono stati soluzioni visibilmente limpide e prive di
particelle. Tutti i campioni che sono stati agitati a 250 rpm per 3 giorni a
5 °C sono stati limpidi e privi di precipitato. Anche tutti i campioni
sottoposti a cicli di congelamento/scongelamento sono stati limpidi e privi
di precipitato.

| livelli di aggregati e frammenti nelle formulazioni di BAN2401
sottoposte ad agitazione e congelamento-scongelamento sono mostrati
nella Tabella 9. La condizione di stress che ha causato la piu grande
instabilita & stata l'agitazione in condizioni ambientali. In queste
condizioni, il campione senza PS80 ha mostrato la piu grande formazione
di specie ad alto peso molecolare e la piu grande perdita di monomero.
Questo effetto € stato annullato con I'aumento della concentrazione di

PS80.
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Tabella 9. Risultati di livelli di aggregati e frammento per gli studi di agitazione e congelamento-

scongelamento
Condizione Polisorbato purezza di HPLC (% di area)
di stress 80 (%) HMWI® | HMW2* | Monomero LMW®
i ~ 0.4 994 02
0.02 - 0.5 99 3 02
controllo
0.05 - 0.5 99 4 02
0.1 - .5 G99 4 0.2
0 0.5 0.6 98.7 0.2
o 0.02 - 0.5 993 02
Agitazione a 5 °C
0.05 - 0.5 893 0.2
0.1 - 0.5 993 02
o 1.5 1.2 97.1 02
Agitazione a 0.02 30 08 951 02
temperatura
. 0.035 0.1 0.5 992 02
ambiente
0.1 - 4.3 993 0.2
Q - 0.4 99 4 0.2
Tre cicli di 0.02 - 05 994 02
congelamento-
0.05 - (0.4 90 4 0.2
scongelamento
0.1 - 0.5 99 4 02

@ Specie ad alto peso molecolare: ® Specie a basso peso molecolare; e (c) Il campione ¢ stato torbido

Analisi di particelle sub-visibili

L'analisi di particelle sub-visibili & stata eseguita utilizzando un
Micro Flow Imaging (microscopio a flusso DPA4100 e cella a flusso BP-
4100-FC-400-UN). Il volume totale di campione €& stato di 0,9 mL e i
risultati sono stati riportati per intervalli di 2,25-100 pm, 5-100 pym, 10-100
Mm e 25-100 pm.
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Nei campioni senza PS80 che sono stati sottoposti ad agitazione
e congelamento-scongelamento € stato osservato un aumento di
particelle sub-visibili (da 2 a 10 ym). La generazione di particelle sub-
visibili & stata soppressa in maniera crescente come la concentrazione
di PS80 nella formulazione é stata aumentata. Questo effetto & stato
osservato in tutti gli intervalli di dimensione studiati. Non vi & stato alcun
cambiamento significativo in particelle sub-visibili nelle formulazioni
contenenti polisorbato 80 allo 0,05% e allo 0,1%. Pertanto, & stata scelta
una concentrazione di PS80 dello 0,05% come ottimale per la
formulazione.

| dati suggerirebbero che PS80 non ha alcun effetto sulla
formazione di aggregati (dimeri e trimeri) e frammenti di BAN2401, come
misurato mediante SEC-HPLC. Pertanto, la concentrazione di PS80 &
stata selezionata in base ai risultati degli studi di agitazione e
congelamento-scongelamento. E stata scelta una concentrazione di
PS80 dello 0,05% per prevenire una potenziale precipitazione durante il
trasporto e ridurre al minimo la formazione di particelle sub-visibili.

Esempio 6: Preparazione di formulazioni endovenose (IV) di
BAN2401

A. Formulazione di BAN2401 10 mg/mL

Una formulazione di BAN2401 10 mg/mL per iniezione
endovenosa ("Iniezione da 10 mg/mL") & stata prodotta mediante un
processo asettico cGMP convenzionale per la preparazione di una

formulazione acquosa sterile. L'Iniezione di BAN2401 10 mg/mL & stata
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prodotta a partire dalla corrispondente formulazione di sostanze
farmacologiche BAN2401 di seguito, senza aggiunta di alcun eccipiente
e senza diluizione. Una formulazione IV esemplificativa contenente

BAN2401 10 mg/mL & mostrata nella Tabella 10.
Tabella 10. Formulazione IV da 10 mg/mL comparativa comprendente BAN2401

componente composizione
BAN2401 1O mgimi.
Tampone di citrato di sodio/acido citrico 25 mM
Cloruro di sodio 125 mM
Polisorbato 80 0.02 % {in piv)
Acqua per iniezione 08
pH 57

La soluzione filtrata di sostanza farmacologica BAN2401 € stata
riempita asetticamente in fiale come illustrato nella Figura 17 (riferita
nella Figura 17 come "Formulazione A"). La sostanza farmacologica
riunita & sottoposta a un passaggio di filtrazione per la riduzione della
carica microbica attraverso un filtro da 0,2 um. La filtrazione sterile finale
e stata eseguita attraverso due filtri da 0,2 um in serie e sono stati
condotti test di integrita prima e dopo il filtro di filtrazione. Il prodotto
farmacologico sterile sfuso €& stato riempito asetticamente in fiale.
Durante l'operazione di riempimento, I'accuratezza del riempimento é
stata confermata misurando il peso di riempimento della fiala. Le fiale
riempite sono state tappate e quindi sigillate con un sovrasigillo di
alluminio. Dopo la chiusura a crimpatura, il prodotto & stato conservato a

53 °C.
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Le fiale sono state analizzate utilizzando il Metodo 1

(Oscuramento della Luce) secondo USP 788. Risultati sono mostrati

nelle Tabelle 11 e 12.

Tabella 11. Distribuzione granulometrica (particelle/contenitore) per fiale da iniezione da 10 mg/mL

Numerof Af A2 A3 A4 A3 A6 | A7 | AS A9 ARD | Al | AlL2
di lotto
23 H i i 4] i | ] ] t i 5 3 2 i 1
Jmn
10| 126 ] 145 | 469 | 241 469 [ 2251 107 | 617 | 249 | 315 | 215 | 273 | 231 191 | 125
po
3 - - - 2922 -
{5
2 - 16636 -
T

Tabella 12. Distribuzione granulometrica (particelle/contenitore) per fiale da iniezione da 10 mg/mL

Numero Al | A2 A3 Ad AS A6 | AT | A8 A9 .»‘})l \l 1 A;I
di lotto -
25 F o0 | D1 ] o ¥ Gl P00 0 POl ol s oS 02 0r | o
n
12 14, 1 46, | 241 | 46 200 WL P 610 240 AL p 2E0F 270 2300 19 | L
b 6 3 9 9 3 7 7 9 5 5 3 1 1 3
bl - 292 - -
{m 2
2 - - - 1664 -
{m

Esempio 7: Preparazione di formulazioni endovenose (IV) e
sottocutanee (SC) di BAN2401

A. Formulazioni di BAN2401 100 mg/mL

Una formulazione di BAN2401 100 mg/mL ("Iniezione da 100
mg/mL") & stata prodotta mediante un processo asettico cGMP
convenzionale per la preparazione di una formulazione acquosa sterile.
BAN2401 100 mg/mL & stato prodotto a partire dalle corrispondenti

sostanze farmacologiche di BAN2401 senza aggiunta di eccipienti e

diluizione (Tabella 13).
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Tabella 13. Formulazione IV da 100 mg/mL esemplificativa comprendente BAN2401

componente composizione
BAN2401 100 me/mb
Tampone di acido citrico S0 mM
Arginina 110 mM
Arginina cloridrato 240 mM
Polisorbato 80 (.05 % (in p/v)
Acqua per miezione OIS
pH 3.0

La soluzione filtrata di sostanza farmacologica BAN2401
(Iniezione da 100 mg/mL) é stata riempita asetticamente in fiale come
illustrato nella Figura 18 (riferita nella Figura 18 come "Formulazione B").
La sostanza farmacologica € sottoposta a un passaggio di filtrazione per
la riduzione della carica microbica attraverso un filtro da 0,2 ym. La
filtrazione sterile finale € stata eseguita attraverso due filtri da 0,2 ym in
serie e sono stati condotti test di integrita prima e dopo il filtro di
filtrazione. Il prodotto farmacologico sterile sfuso € stato riempito
asetticamente in fiale. Durante l'operazione di riempimento, I'accuratezza
del riempimento & stata confermata misurando il peso di riempimento
della fiala. Le fiale riempite sono state tappate e quindi sigillate con un
sovrasigillo di alluminio. Dopo la chiusura a crimpatura, il prodotto e stato
conservato a 5+3 °C.

Le fiale sono state analizzate utilizzando il Metodo 1
(Oscuramento della Luce) secondo USP 788. Risultati sono mostrati

nelle Tabelle 14 e 15.
Tabella 14. Distribuzione granulometrica (particelle/fiale) per fiale da iniezione da 100 mg/mL

Numero 1 4
di lotto B1 B2 B3 B4

42



25 pm & O i 0

10 pm 53 8 g Y
Sam 631 73 5] 60
2am 1934 321 249 267

Tabella 15. Distribuzione granulometrica (particelle/mL) per fiale da iniezione da 100 mg/mL

Nmero B1 B2 B3 B4
23 pm O 0 0.2 Q

10 pm 10.6 1.6 1.8 1.8
S pm 1262 144 10.2 12
2 um 3908 642 49 8 334

E stata prodotta un'altra iniezione di BAN2401 100 mg/mL. |
seguenti materiali possono essere utilizzati in una seconda formulazione

esemplificativa contenente BAN2401 100 mg/mL, come mostrato nella

Tabella 16.
Tabella 16. Un'altra formulazione IV da 100 mg/mL esemplificativa comprendente BAN2401.
componente composizione
BAN2401 100 mgfml,
Istidina .
Istidina HCI 25 mM totale
Argimina HCI 200 mM
Polisorbato 80 0.05%(in p/v)
Acqua per miezione Q8
pH 5.0+04

B. Formulazione di BAN2401 200 mg/mL
| seguenti materiali possono essere utilizzati in una formulazione
SC esemplificativa contenente BAN2401 200 mg/mL, come mostrato

nella Tabella 17. La stabilita di BAN2401 in queste formulazioni (FSC1,
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FSC2 e FSC3) é stata valutata congiuntamente a una valutazione della
stabilita del materiale in tre chiusure per contenitori:
i) siringa pre-riempita (PFS) in vetro Becton-Dickenson Hypak

Biotech e tappo

ii) PFS in plastica West Crystal Zenith e tappo

iii) fiala di vetro da 5 mL West e tappo

Tabella 17. Formulazione SC da 200 mg/mL esemplificativa comprendente BAN2401.

componente composizione
1D di campione FSCla FSClb FSC2 FSC3 FSC4
BAN2401 200 mg/mL | 200 mg/ml | 200 mg/mi. | 200 mg/ml | 200 mg/mL
Istidina 50 mM 50 mM 50 mM - 25 mM
Istidina HCL totale ¢ totale totale * totale !
Acido citrico -~ - - S0 mM -=
Arginina HCl 125 mM 125 mM 125 mM 125 mM 200 mM
Polisorbato 80 0.02%%(n p/vi| 0.02%0w/v) | 0.02%(wAv) | 0.02%(w/v) | 0.05%(w/v)
Metionina - S mM = -~ -
Acqua per iniezione QS QS QS Qs QS
pH 5004 S.0 404 5.5 204 5.0 =04 S.0 =04

! Concentrazione totale come istidina

BAN2401 a una concentrazione di proteina bersaglio di 200
mg/mL & stata preparata tramite TFF come riassunto di seguito. E stata
eseguita un'operazione TFF separata per preparare il materiale di
BAN2401 in ciascun tampone di formulazione, ad eccezione di FSC1a e
FSC1b. Per due delle formulazioni, € stata eseguita un'operazione TFF
e il materiale concentrato risultante & stato suddiviso in due meta lotti.
Una piccola quantita di materiale filtrato sterile in ciascun tampone di
formulazione finale non & stata riempita al tempo zero, ma & stata
conservata congelata a -20 °C per essere riempita nelle apposite
chiusure dei contenitori per i test con siringa.

(a) Preparazione di BAN2401
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Il processo di concentrazione/diafiltrazione di proteina tramite
TFF pu0 essere suddiviso in 3 stadi:

1. Concentrazione del materiale a 100-150 mg/mL

2. Diafiltrazione (5X) contro il tampone di formulazione

3. Concentrazione a >200 mg/mL

Il passaggio di concentrazione/diafiltrazione € stato eseguito
utilizzando un sistema Pall Centramate LV installato con un’area di
membrana di 0,02 m?. Il materiale di BAN2401 (proveniente dalla
produzione di lotto GMP prima dell'aggiunta di PS80) & stato caricato nel
sistema TFF ed & stata eseguita una concentrazione di 10-15 volte
(stadio 1). Il materiale & stato quindi diafiltrato contro un massimo di 5
diavolumi del tampone di formulazione (stadio 2), con controlli di pH e
conduttivita del permeato essendo compiuti per monitorare la
diafiltrazione. Dopo la diafiltrazione, il materiale & stato ulteriormente
concentrato fino alla concentrazione di proteina bersaglio da 210 a 250
mg/mL (stadio 3). Il retentato & stato raccolto e sono stati prelevati
campioni per la determinazione della concentrazione di proteina.

Nella preparazione di questa formulazione, la concentrazione di
proteina bersaglio di 210-250 mg/mL non é stata raggiunta a causa
dell'elevata pressione nel sistema TFF. Pertanto, la concentrazione di
proteina bersaglio € stata raggiunta utilizzando unita filtranti centrifughe
Millipore (30.000 MWCO). Per eseguire questo passaggio di
concentrazione, le unita filtranti sono state equilibrate con il tampone di

formulazione di BAN2401, seguito da centrifugazione del materiale di
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BAN2401 a 3600 giri/min (~3000 x g) per intervalli di 30 minuti a 20 °C,
fino a quando la concentrazione di proteina nel retentato non & stata
prevista essere superiore a 200 mg/mL. Il retentato & stato recuperato
dalle unita filtranti e riunito. Dopo un'accurata miscelazione, il retentato
riunito & stato campionato per le misurazioni della concentrazione di
proteina.

Dopo che la proteina & stata concentrata, un campione ¢é stato
prelevato dal pool e diluito 500 volte con il tampone di formulazione
appropriato. L’assorbanza del campione diluito a 280 nm e 320 nm &
stata misurata contro il tampone da solo. La regolazione della
concentrazione di proteina finale é stata effettuata tramite diluizione con
il tampone di formulazione appropriato. Infine, una soluzione di PS80 al
10% & stata aggiunta al BAN2401 per ottenere lo 0,02% di PS80 nella
soluzione finale, e la soluzione proteica € stata accuratamente miscelata
mediante rotazione sotto-sopra.

Il materiale formulato finale di BAN2401 é stato filtrato utilizzando
filtri per siringa da 0,2 ym e successivamente riempito in fiale o PFS.
Questo passaggio € stato eseguito in condizioni asettiche in una cappa
di biosicurezza. Le fiale o i PFS risultanti sono stati posti in un
congelatore a -20 °C. Le fiale sono state conservate capovolte e PFS
sono stati conservati orizzontalmente al fine di simulare le condizioni del
caso peggiore.

C. Esperimenti di stabilita su formulazioni SC

esemplificative da 200 mg/mL comprendenti BAN2401.
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La stabilita del campione & stata valutata a 5 °C (3 M, 6 M, 9 M,
12 M) e 25 °C (1 M, 3 M) utilizzando saggi per pH (Figure 19-21),
assorbanza a 405 nm (Figure 22-24) (per rilevare aumenti
dell'ingiallimento), cromatografia ad esclusione dimensionale (SEC)
(Figure 25-33) e successivamente a 5 °C. Vedere la Tabella 17 per le
formulazioni esemplificative FSC1-FSC4; si noti che nelle Figure 19-33,
"F1a" si riferisce a FSC1a, "F1b" si riferisce a FSC1b, "F2" si riferisce a
FSC2 e "F3" si riferisce a FSC3. Ulteriori saggi di caratterizzazione, tra
cui concentrazione di proteina, calorimetria a scansione differenziale
(DSC), PS80 e osmolalita, sono stati eseguiti su campioni t=0. Sono stati
eseguiti test di particelle sub-visibili su campioni a t=0 e t=6 mesi. E stato
condotto uno studio di agitazione di 3 giorni su campioni conservati per
1 mese a 5 °C. | campioni per lo studio di agitazione sono stati trasferiti
dalla conservazione a 5 °C dopo 1 mese a 25 °C con agitazione per 3
giorni a 250 rpm.

| risultati dei test hanno mostrato che BAN2401 200 mg/ml in tutte
le formulazioni FSC1a-FSC3 ha avuto livelli simili di aggregati e
frammenti dopo la conservazione a 2-8 °C per 12 mesi. E stata valutata
la stabilita di BAN2401 a 200 mg/ml nelle tre formulazioni FSC1a-FSC3.
Nel complesso, la stabilita di BAN2401 in ciascuna formulazione testata
€ apparsa simile e ha mantenuto una percentuale di monomero superiore
al 98,2% dopo la conservazione a 5 °C per 12 mesi, indipendentemente

dalla chiusura del contenitore testata. Inoltre, dopo la conservazione a 5
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°C per 12 mesi, il pH € rimasto stabile e non si € verificato alcun aumento
apprezzabile dell'ingiallimento dovuto a A405.

(a) Concentrazione di proteina (Campioni T=0)

La concentrazione di proteina € stata misurata utilizzando uno

spettrofotometro UV-Vis. | risultati sono elencati in Tabella 18.
Tabella 18. Risultati della concentrazione di proteina

ID di campione Conccn{%a;zég;;%i proteina
FsCla 200
FRCHs 204
FRO2Z 201
FRO3 189

La concentrazione di proteina €& stata valutata mediante UV
misurando l'assorbanza a 280 e 320 nm su uno spettrofotometro
Beckman DU-800 utilizzando una cuvetta di quarzo da 1 cm. | campioni
sono stati diluiti 500 volte e sono stati preparati in triplicato. La
concentrazione di proteina € stata calcolata utilizzando un coefficiente di
estinzione ¢ pari a 1,32, utilizzando la seguente formula:

Concentrazione= { A2803-A 3203 & x Fattore di dilmizione
(b) Polisorbato 80 (Campioni T=0)
Il contenuto di PS80 nei campioni & stato misurato tramite

quantificazione di acido oleico. | risultati sono mostrati in Tabella 19.
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Tabella 19. Risultati di polisorbato 80

ID di campione Polisorbato 80 (%3}
FSCla 0.016
¥SC1b 0.022
FSC2 0.0619
FSC3 0.619

La misurazione € stata effettuata mediante quantificazione di
acido oleico, un prodotto di idrolisi di PS80. Utilizzando l'idrolisi basica, il
PS80 rilascia acido oleico in un rapporto molare di 1:1. L'acido oleico pud
quindi essere separato dai altri prodotti di idrolisi di PS80 e dalle matrici
utilizzando HPLC in fase inversa. L'acido oleico & stato monitorato senza
derivatizzazione utilizzando l'assorbanza a 195 nm. [J. Chromatography
B, 878 (2010) 1865-1870]. Sperimentalmente, i campioni sono stati
miscelati con idrossido di sodio per rilasciare acido oleico, che é stato
successivamente estratto con acetonitrile. L'estratto & stato diluito con
una soluzione di fosfato di potassio e un volume di campione di 100 pyL &
stato iniettato in una colonna Waters Symmetry C18. La separazione &
stata effettuata utilizzando un'eluizione isocratica contenente 1'80% di
fase A organica (acetonitrile) e il 20% di fase B acquosa (fosfato di
potassio monobasico 20 mM, pH 2,8). La concentrazione di PS80 nel
campione € stata calcolata dall'area del picco utilizzando una curva
standard.

(c) Osmolalita (Campioni T=0)
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L'osmolalita di campioni € stata determinata utilizzando un

osmometro a punto di congelamento. | risultati sono mostrati in Tabella

20.
Tabella 20. Risultati di osmolalita
ID di campione Osmolalit
(mOsmol/’kg H.0)
FSCla 204
FSCl1b 309
FSC2 297
FSC3 327
L'osmolalita & stata misurata utilizzando un osmometro a punto
di congelamento Precision Systems Osmette Ill. | campioni sono stati

diluiti 3 volte con WFI e volumi di campione diluiti di 10 puL sono stati
prelevati e caricati nello strumento utilizzando la pipetta di osmometro.
Le misurazioni dellosmolalita risultanti sono state corrette per la
diluizione del campione.

(d) Particelle sub-visibili

L'analisi delle particelle sub-visibili &€ stata eseguita utilizzando
uno strumento FlowCarn di Fluid Technologies. | risultati T=0 sono
elencati nella Tabella 21. Sembra esserci un aumento della
concentrazione totale di particelle e del numero di particelle superiori a

10 um nel tempo quando il materiale viene conservato a 5 °C. Il grado
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del cambiamento aumentato € stato piccolo, nel seguente ordine: FSC |

a<FSC1b < FSC2 < FSCa3.

Tabella 21. Risultati di particella sub-visibile

Particelle/ Particelle / Particelle/
ID di campione mi. mik. il
Totale > 10um > 25w
FSCia v :
12100 U
FSCTE ; v
Y6y 109 0
FSC2 o 4 4 v
28x10° s
FSC3 )y 10° o3 ’
ER it

L'analisi delle particelle sub-visibili & stata eseguita utilizzando
una FlowCam Fluid Imaging Technologies con un obiettivo 20X e una
cella a flusso da 50 um. Prima di analizzare i campioni di BAN2401, la
cella a flusso é stata lavata con H20 dl ed e stata eseguita una
misurazione su H2O dl per assicurarsi che la cella fosse pulita. Se il
numero totale di particelle contate per 0,2 mL di H20 dI € stato = 2, la
cella a flusso € stata considerata pronta per I'uso. | campioni sono stati
equilibrati a temperatura ambiente, quindi diluiti 20 volte con acqua
deionizzata. Campioni diluiti in duplicato sono stati analizzati utilizzando
un volume di campione di 0,2 mL e una portata di campione di 0,02
mL/min. Il tasso di autoimmagine € stato 14, dando un'efficienza del
19,6% e un tempo di analisi di 10 minuti. Le concentrazioni di particella

risultanti sono state corrette per la diluizione del campione.

(e) pH
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Il pH di ciascuna formulazione € stato monitorato durante tutto il
test di stabilita. Come mostrato nelle Figure 19-21, non & stato osservato
alcun cambiamento apparente per i campioni in nessuna delle condizioni
di conservazione testate.

(f) HPLC-SEC

L'analisi di cromatografia liquida ad elevate prestazioni
cromatografia ad esclusione dimensionale (HPLC-SEC) e stata eseguita
utilizzando una colonna TSK 03000 SWXL con fase mobile di fosfato di
sodio 0,2 M, pH 7,0, a una portata di 1,0 mL/min. Il volume di iniezione
del campione & stato di 0,8 uL per una concentrazione di proteina di 200
mg/mL. Questo garantisce che approssimativamente 150 pg di proteine
siano iniettati nella colonna durante tutto lo studio. Risultati delle aree di
picco relative (%) per monomero, aggregato e frammento sono stati
riportati, come mostrato, nelle Figure 25-33.

La degradazione fisica del BAN2401 ¢ stata valutata eseguendo
HPLC-SEC sui campioni di stabilita conservati a 5 e 25 °C. Dopo una
conservazione a 5 °C per 12 mesi, la percentuale di aggregato ¢ stata
simile per le 3 formulazioni, ad approssimativamente I'1,1%. La
percentuale di frammenti generati per tutte le formulazioni testate ¢ stata
nell’'intervallo di 0,4-0,5%. Il contenuto di monomero dopo 12 mesi di
conservazione a 5 °C & stato nellintervallo di 98,4-98,6% per tutte le
formulazioni e le chiusure di contenitori testate. Agli attuali tassi di

degradazione, € possibile che BAN2401 in tutte le formulazioni testate
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possa avere una percentuale di monomero superiore al 97% dopo una
conservazione di fino a 24 mesia 5 °C.

Dopo una conservazione a 25 °C di fino a 3 mesi, la generazione
di frammenti dopo 3 mesi é stata nellintervallo di 0,4-0,8%. Il contenuto
di monomero & stato leggermente superiore al 98% per tutte le
formulazioni, ad eccezione di FSC3, che ha avuto un contenuto di
monomero leggermente inferiore al 98% dopo 3 mesi a 25 °C.

Esempio 8: Selezione di concentrazioni di proteina, arginina
e polisorbato 80

A. Preparazione di campione

Ciascuna formulazione candidata (F1-F12) & stata preparata
come segue. L'intermedio di processo della sostanza farmacologica (DS)
€ stato concentrato ed equilibrato con i corrispondenti tamponi di
formulazione (Tabella 22) mediante unita filtranti centrifughe. Dopo la
concentrazione e l'equilibratura, &€ stato aggiunto PS80 disciolto nel
tampone di formulazione per raggiungere concentrazioni pre-
determinate e le concentrazioni di proteina sono state regolate alla
concentrazione finale. Ciascuna formulazione candidata & stata riempita
in fiale con un volume di riempimento di 0,5 mL. Le formulazioni
candidate (F1-F12) sono mostrate nella Tabella 22. La formulazione FO

e stata valutata come controllo.
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Tabella 22. Formulazione (F0) e formulazioni candidate F1-F12

Numerodi | g5 4 Stabilizzante : Volume di
ol BAN241 Tampone (Arginina) Polisorbato 80 pH | —
g, mrpal/L mg/ml. | mewll | mg/ml | (inpv)% | me/mi mk.
Fi 160 Citrato 50 9.6 350 610 .05 (.3 S0 1SSt
Fi 200 Istidina 25 3.9 E30 26.1 0.03 .5 S0 105
X200 Tstidina 25 3.9 2060 348 6.03 0.5 50103
F3 264) Istidina 25 3.9 250 43 .6 (LO5 (.5 S0 (03
¥4 200 Istidina 23 3.9 300 2.3 .08 (.3 SO 03
Fa 2600 Istidina 25 39 330 610 903 0.5 S0 {05
o 250 Istidna 25 39 200 34.8 (.03 0.5 S0 105
F7 30 Istidma 25 3.4 200 345 (.05 0.5 50 103
Y 200 Istidina 25 3.9 200 348 {1 ¢ 5.0 {03
o 200 Istidma 25 39 200 34 8 .02 .2 S0 105
Fir | 200 Istidma 25 34 200 34.% .03 .5 S0 105
Fil 204 Istidina 25 3.9 208 345 {0 {18 SRR RUN
Fi2 | 200 Istidma 25 39 200 4.8 010 1.0 5.0 103

a: F2 e F10 sono le stesse formulazion, preparate per stud: different1.

b: Nella selezione della concentrazione di polisorbato 80, la soluzione farmacologica é stata prelevata dal prodotto
farmacologico ed ¢ stata riempita con 0,5 mL per allineare il volume di riempimento e il sistema di chiusura del contenitore.

B. Protocollo di stabilita

| protocolli di stabilita sono mostrati in Tabella 23, Tabella 24 e
Tabella 25. Una volta rimosse dalla conservazione, le fiale sono state
conservate a 5 °C fino al momento del test. Le condizioni di
conservazione sono state le seguenti:

o Condizione a lungo termine: conservato a 5 °Cx3 °C in
posizione verticale

o Condizione accelerata: Conservato a 25 °C+2 °C, 60% di
RH15% di RH in posizione verticale

o Condizione stressata (congelamento-scongelamento):
Congelato a -30 °C e scongelato a temperatura ambiente, in posizione
verticale

o Condizione stressata (agitazione): 5 °C, coricato, in
posizione orizzontale, a 250 rpm su un agitatore alternativo con

ampiezza di agitazione di 50 mm
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Tabella 23. Protocollo di stabilita (Condizione a lungo termine e accelerata)

Punto di test
1 di Iniziale 5 °C+3°C Inposizione verticale | 25 “C+2°C, 68%0 RH5% RH I posizone verticale
Elemento di test ™M N I
Aspetto FO-F7 FO-F7 FO-F7 FO-F7
pH FU-F7 FO-F7 FO-F7 FO-F7
HPLC a esclusione dimensionale} FO-F7 FO-F7 FO-F7 FO-F7
HPLC a scambio 1onico FO-F7 F6-F7 N/A FO-F7
Polisorbato &0 FO-F7 FO-F7 Fu-F7 FO-F7

N/A: Non applicabile
Tabella 24. Protocollo di stabilita (Condizione stressata: FO-F7)

Punto di test
Elemento di test Iniziale Coqgglamento-scnngelamento (-30 °C «> temperatura ambiente)
3 cicli
Aspetto FO-F7 Fo-F7
pH FO-F7 FO-F7
HPLC a esclusione dimensionale | F)-F7 FO-F7
HPLC a scambio ionico FO-F7 FO-F7
Polisorbato 80 FO-F7 NiA
Concentrazione di proteina FO-F7 N/A
Viscosita FO-F7 N/A
Osmolalita FO-F7 N/A

N/A: Non applicabile
Tabella 25. Protocollo di stabilita (Condizione stressata: F0, F8-F12)

Punto di test
) Iniziale Congelamento-scangelamento (-30 °C & Agita;_ione (5 °C, disteso, orizzontale,
Elemento di test femperatura ambiente) 250 giri/min)
3 cicli 3 giorni

Aspetto Fo, F8-F12 FO,FR-Fi2 F, F8-F12
pH FO. F8-F12 F(, FR-F{2 F(, FR-Fi2
Concentrazione di proteina FO,ER-F12 | FO,FE-FI2 FO, FRFi2
Sostanze estranee insolubili FO, FR-F12 | FO. F&-F12 FO, F8-F12
(particelle visibili)
HPLC a esclusione dimensionale | FO, F&-F12 | FO), F&-Fi2 FO,¥FRFi2
Polisorbato 80 (PS80) O, F-F12 FO.F9-Fi2 Foy, Fo-Fi2
Imaging a microflusso (MFI) PO, FR-F12 | FOFR-Fi2 o, ¥F8-Fi2

N/A: Non applicabile.

Dal momento che la viscosita di soluzione &€ nota aumentare
esponenzialmente in soluzioni proteiche altamente concentrate, la
concentrazione di proteina di ciascuna formulazione candidata (F1-F5) &
stata regolata a 200 + 10 mg/mL con tampone di formulazione
contenente lo 0,05% (in p/v) di PS80 per I'analisi. Le altre formulazioni
non sono state diluite prima della misurazione.

C. Risultati e discussione
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(a) Selezione di concentrazione di arginina

Per selezionare la concentrazione bersaglio di arginina nella
formulazione, sono state valutate le proprieta fisiche e sono stati condotti
studi di stabilitda a congelamento-scongelamento, a lungo termine e
accelerata per formulazioni candidate con differenti concentrazioni di
arginina (da 150 a 350 mmol/L, da F1 a F5) e confrontate con la
formulazione FO (vedere Tabella 22). Le proprieta fisiche e i risultati dello
studio di congelamento-scongelamento sono stati mostrati in Tabella 26.
| risultati dello studio di stabilita a lungo termine e accelerata sono stati

mostrati in Tabella 27 e in Tabella 28.
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(b) Proprieta fisiche

Come mostrato nella Tabella 26, i valori di osmolalita sono
aumentati all'aumentare della concentrazione di arginina. F1, F2 e F3
hanno mostrato valori di osmolalita inferiori rispetto a F4 e F5. Pertanto,
la concentrazione di arginina & stata limitata a 250 mmol/L o meno. |
valori di viscosita di F1-F5 sono rientrati in un intervallo ristretto (7,3-8,1
cP) e non sono stati correlati con la concentrazione di arginina all’interno
da 150 a 350 mmol/L. | risultati di aspetto, pH e concentrazione di PS80
e proteina sono stati quasi al bersaglio.

(c) Studio di stabilita al congelamento-scongelamento

Non sono stati osservati cambiamenti significativi in tutti gli
elementi di test dopo tre cicli di test di congelamento-scongelamento,
come mostrato nella Tabella 26.

(d) Studio di stabilita a lungo termine

Come mostrato nella Tabella 27, non sono stati osservati
cambiamenti significativi in tutti gli elementi di test, ad eccezione
dellHPLC a esclusione dimensionale (SEC), dopo tre mesi di
conservazione. Le quantita di aggregati e frammenti mediante SEC sono
leggermente aumentate nelle formulazioni candidate F1-F5. Ogni tasso
di aumento ¢ stato simile a quello della formulazione FO.

(e) Studio di stabilita accelerata

Come mostrato nella Tabella 28, non sono stati osservati
cambiamenti significativi in tutti gli elementi di test, ad eccezione di SEC

e di HPLC a esclusione ionica (IEX). Sebbene la quantita di aggregati
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mediante SEC sia aumentata in tutti i candidati (F1-F5, BAN2401 200
mg/mL) e il tasso sia stato piu rapido rispetto alla formulazione FO, come
previsto, tutti i candidati sono stati considerati essere fattibili
considerando i risultati in condizioni a lungo termine e la stabilita di FO
con una lunga durata di conservazione. La piu elevata concentrazione di
arginina ha dato come risultato una formazione di aggregati leggermente
piu lenta, in linea con i risultati descritti nell'Esempio 4. Anche la quantita
di frammenti mediante SEC & aumentata in tutti i candidati, ma il tasso &
stato simile a quello della formulazione FO. Per quanto riguarda IEX, la
quantita di picco acido € aumentata in tutti i candidati, ma il tasso & stato
simile a quello di FO.

(f) Concentrazione di arginina

Come mostrato nella Tabella 26, F4 e F5 (a concentrazioni di
arginina di 300 e 350 mmol/L) non sono stati considerati fattibili dal punto
di vista dellosmolalita. Tra i candidati fattibili F1, F2 e F3 (a
concentrazioni di arginina di 150, 200 e 250 mmol/L), F1 & il piu vicino
allisotonia. Come mostrato nella Tabella 28, le formulazioni con
concentrazioni di arginina piu elevate hanno mostrato un tasso di
formazione di aggregati piu basso negli studi di stabilita accelerata, ma
la differenza in tasso non & stata significativa nell'intervallo di
concentrazione di arginina valutato. Tenendo in considerazione sia
l'isotonicita che il tasso di formazione di aggregati, & stata selezionata
200 mmol/L come concentrazione bersaglio di arginina sulla base della

formulazione F2.
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(g) Selezione della concentrazione di proteina

Per selezionare la concentrazione di proteina bersaglio nella
formulazione, sono state valutate le proprieta fisiche e sono stati condotti
studi di congelamento-scongelamento, a lungo termine e di stabilita
accelerata per formulazioni candidate con differenti concentrazioni
proteiche (da 200 a 300 mg/mL, F2, F6, F7) e formulazione FO. Le
proprieta fisiche e i risultati dello studio di congelamento-scongelamento
sono mostrati nella Tabella 29. | risultati degli studi di stabilita a lungo

termine e accelerata sono stati mostrati in Tabella 27 e in Tabella 28.

62



Q7 BJ[2qE ] B[[Ap 1S5S 1 OUOS NE[nsLI | &
‘opeunueIdoid uon :gN “of[e1d Auawadsa) opiduny opnbr:TAS)

{SyAnsOu}

SN oy Lge Sh Ssi SN < optodder 1p ojernsny BIR[OWS ()
TOEQE (3] 7 3
SN gt iz T - 01 SN 57 opodde 1p gs_m_zw BIISOOSI A
Efa
SN 667 e (£aa SN €01 ojtoddes _W Muﬁ,_:m_% @co_mmmww%mc_w
A iTohe (A/durog)
olsti e GOS0 AR ISR opodder 1p oeynsty | 0g owauosijog
Y%l™g %609 %69 Yal9 L9 b9 Yol Yot 0d1seq 02014
ETLL T W8TT ol LC Hted Yol ET el Yt LT OpIoe 03014 § 001U0T 01qQUUIEIS
Yot L Yl 1L Yl 1L b L el 0L Yt 0L Y L9 Yl LY aedourid 0301 E1dH
ojodder 1p oreypnsry
Yot 0 Yt O %P Yt “E0 e RO 2680 OJUALWILIRL]
4L | % | AR %ol | 0T Sa | 5560 160 OIEBISEY m_mwm%%mw
R e NG %586 Sos 80 Tl RO Yl 86 %8786 Yo 8O 0IaWOUO| ’
otiodder 1p o1eynsny ¢ J1dH
98'p S8t 8y 33'F 06t 06'+ ¢ 00°S ouodder [p ojnspy Hd
TAS] TASD TASD TASD SN TASD SN TASD oviodder Ip ojEIASRy onadsy
:._omom_m“@_m%__wwﬁ_sm aferzu :_Q_momw_%mﬁw%hww@m Iz :._umomm_%hﬁ_m%__wwﬁ_sm apeziu] :_U_momw%hﬁw%__ww__sm ae1ziu| QUOIZEYR00R IP OLIAILL) | 153} [P OJUAR]
RS Y qusAn g7 i JHEBUL (7 -
[OFENVEL i LOPINYH i LOFINVEL vidl (Offoaiod) i

(L1994 ‘01) 10vZNVE 0a150j0oewwIe) opopoud [1 Jad ojuswe[daduoos-ojuawe[da3uod [ B)[Iqe)s B[[ns 2 ayoisyy ejaudoad af[ns oipnys o[[ap NEI[NSIY 6T BI[2QRL

63



(h) Proprieta fisiche

Come mostrato nella Tabella 29, F2 e F6 hanno mostrato valori
di osmolalita inferiori rispetto a F7. | valori di viscosita in F2, F6 e F7 sono
stati rispettivamente di 7,8, 21 e 48 cP. Un'elevata viscosita superiore a
20 cP causerebbe difficolta nella produzione di DS aumentando la contro-
pressione della pompa e diminuendo il flusso transmembrana durante i
passaggi di ultrafiltrazione e diafiltrazione. In aggiunta, una soluzione a
concentrazione piu elevata rende il processo di riempimento di DP piu
difficile a causa dell'intasamento degli aghi di riempimento, che porta a
variazioni del peso di riempimento. Poiché la viscosita desiderata viene
riportata essere non superiore a 20 cP3, F2 & stato fattibile. | risultati di
aspetto, pH e concentrazione di PS80 e proteine sono stati quasi in linea
con il bersaglio.

(i) Studio di congelamento-scongelamento

Non sono stati osservati cambiamenti significativi in tutti gl
elementi testati dopo tre cicli di test di congelamento-scongelamento,
come mostrato nella Tabella 29.

(j) Studio di stabilita a lungo termine

Come mostrato nella Tabella 27, non sono stati osservati
cambiamenti significativi, a parte I'HPLC a esclusione dimensionale
(SEC), dopo tre mesi di conservazione. La quantita di aggregato
mediante SEC & leggermente aumentata nelle formulazioni candidate
F2, F6 e F7, ma il tasso di aumento € stato simile a quello di FO.

(k) Studio di stabilita accelerata
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Come mostrato nella Tabella 28, non sono stati osservati
cambiamenti significativi, a parte SEC e HPLC a esclusione ionica (IEX).
La quantita di aggregato mediante SEC & aumentata in tutti i candidati
(F2, F6 e F7) a tassi simili al punto temporale di tre mesi (aumento dello
0,7-0,8%). Pertanto, tutti i candidati sono stati considerati fattibili. Anche
la quantita di frammento mediante SEC € aumentata in tutti i candidati,
ma il tasso & stato simile a quello di FO. Per quanto riguarda IEX, la
quantita di picco acido di IEX & aumentata in tutti i candidati, ma il tasso
e stato simile a quello di FO.

(I) Concentrazione di proteina

Considerando i risultati di osmolalita e viscosita mostrati nella
Tabella 29 e i risultati di stabilita complessiva mostrati in Tabella 27 e in
Tabella 28, & stata selezionata una concentrazione di proteina di 200
mg/mL.

(m) Selezione della concentrazione di PS80

Per selezionare la concentrazione bersaglio di PS80 nella
formulazione, sono stati condotti studi di congelamento-scongelamento
e agitazione per formulazioni candidate con differente concentrazione di
PS80 [da 0 a 0,10% (in p/v), F8-F12] e formulazione FO. | risultati dello
studio di congelamento-scongelamento e agitazione sono mostrati

rispettivamente in Tabella 30 e in Tabella 31.
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(n) Studio di congelamento-scongelamento

Come mostrato nella Tabella 30, non sono stati osservati
cambiamenti significativi in tutti gli elementi testati dopo tre cicli di test di
congelamento-scongelamento. Le conte di particelle mediante MFI sono
state relativamente elevate in F8 (senza PS80).

(o) Studio di agitazione

Come mostrato nella Tabella 31, le formulazioni contenenti dallo
0,02% (in p/v) allo 0,10% (in p/v) di PS80 (da F9 a F12) sono state stabili
dopo l'agitazione. Sono stati osservati cambiamenti in F8 (senza PS80)
per aspetto, concentrazione di proteina e quantita di aggregato mediante
SEC dopo l'agitazione. L'aspetto € stato cambiato da un liquido limpido
leggermente giallo a un liquido bianco opalescente. La concentrazione di
proteina & leggermente diminuita da 206 a 195 mg/mL. La quantita di
aggregato & aumentata dall'1,1% al 3,8%. Pertanto, F8 (senza PS80) non
é stato considerato fattibile.

(p) Concentrazione di PS80

In base ai risultati mostrati nella Tabella 30 (studio di
congelamento-scongelamento) e nella Tabella 31 (studio di agitazione),
le formulazioni contenenti dallo 0,02% (in p/v) allo 0,10% (in p/v) di PS80
sono state stabili dopo tre cicli di congelamento-scongelamento e
agitazione fino a tre giorni. Pertanto, € stata selezionata come bersaglio
una concentrazione di PS80 dello 0,05% (p/v).

(q) Conclusione
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In conclusione, per la formulazione di BAN2401 per gli studi

successivi & stata selezionata la seguente formulazione.
Tabella 32. Formulazione per studi successivi

Numero di

. . BAN2401 | Tampone Stabilizzante (Arginina) { Polisorbato 80 pH
formulazione

me'ml, momolidl mwedmb, | mowoll | meink, (0 pv)%} smeand,
2 20 Istidina 25 39 200 348 0.03 0.5 540

Esempio 9: Studio di stabilita per formulazioni di BAN2401
200 mg/mL con pH differente

E stato condotto uno studio di stabilita per testare la stabilita delle
formulazioni di BAN2401 a 200 mg/mL con pH differente. Inoltre, & stato
testato l'impatto dell'aggiunta di metionina sulla stabilita del prodotto
farmacologico (DP).

A. Preparazione di campione

Ciascuna formulazione candidata (Tabella 33) & stata preparata
come segue. Le formulazioni sono state equilibrate con il corrispondente
tampone di formulazione mediante unita filtranti centrifughe. Solo per la
preparazione di F20, é stato utilizzato un tampone di formulazione a pH
3,5 fino a quando il pH della soluzione filtrata non ha raggiunto 4,0 dal
momento che protoni vengono respinti dalla proteina carica concentrata
in prossimita della membrana semipermeabile, noto come effetto
Donnan. Dopo la concentrazione e I'equilibratura, & stato aggiunto PS80
disciolto nel tampone di formulazione per raggiungere la concentrazione
predeterminata, quindi la concentrazione di proteina & stata regolata fino

alla concentrazione finale. Ciascuna formulazione candidata & stata
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riempita in fiale con un volume di riempimento di 0,5 mL. La formulazione

FO (vedere Tabella 33) € stata valutata come controllo.

Tabella 33. Composizione di sostanza farmacologica e formulazioni SC candidate

: - . oy | Volume di
AN B B

Numero | BAN2461 | Tampone Stabilizzante Polisorbato 80 pH riempimento

Yy . al
nigfmb mmolL mgfmb, | mumob L | mgiwnb [(np/v)% | megfmb %}F)iala

T 100 Citrato 50 9.6 Are 350 | 610 .05 0.3 50 |5

Fi3 200 Istidina 25 39 Arg 200 | 348 .03 0.5 45 105

F15 1200 [stidina 25 39 Arg 200 | 348 0.05 .5 50 103

F17 | 200 Istidina 25 39 Arg 200 | 348 (.03 0.5 85 [ Q8

- . . c . Arg 200 | 348 . .

18200 25 3N = : 0.03 0.3 S0 105

Fi8 0¢ [stidina 25 Met 10 13 )03 5

F26 1200 Istidina 25 39 Are 200 | 348 {105 0.3 40 |03

F21° 200 Istidina 25 39 Arg 200 | 348 (.03 0.5 50 105

F22 1200 Istidma 25 39 Arg 200 | 348 .05 3 60 | 03

Arg: Arginina, Met: Metionina
a: Per regolare 1l pH, arginina e cloridrato di arginina sono stati combinati per F0 e il cloridrato ¢ stato aggmunto
per F13 fino a F22.

b: F21 ¢ la stessa formulazione di F15

B. Protocollo di conservazione

| protocolli di conservazione sono mostrati in Tabella 34, in
Tabella 35 e in Tabella 36. Una volta rimosse dal magazzino, le fiale sono
state conservate a 5 °C fino a quando il test non & avviato. Le condizioni
di conservazione sono le seguenti:

o Condizione a lungo termine: conservato a 5 °Cx3 °C in
posizione verticale

. Condizione accelerata: Conservato a 25 °C+2 °C, 60% di
RH15% di RH in posizione verticale

o Condizione stressata (congelamento-scongelamento):
Congelato a -30 °C e scongelato a temperatura ambiente, in posizione
verticale

1000 Ix: 25 °Cx2 °C, 60% di RH+5% di RH, disteso con

esposizione alla luce di 1000 Ix
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Buio: 25 °C+2 °C, 60% di RH+5% di RH, disteso senza
esposizione alla luce, coprendo con un foglio di alluminio

Per confermare il livello di aggregato dopo tre mesi o piu di
conservazione, € stata inoltre valutata I'HPLC a esclusione dimensionale
come campioni a conservazione prolungata a nove mesi per lo studio di
stabilita a lungo termine e a tre mesi per stabilita accelerata. Questi ultimi
campioni sono stati testati dopo essere stati conservati in frigorifero per

sei mesi.
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C. Risultati e discussione

Sono state valutate le proprieta fisiche e sono stati condotti studi
a lungo termine e accelerati per le formulazioni candidate, tra cui la
variazione di pH (da pH 4,0 a pH 6,0) e I'aggiunta di metionina. Sono stati
inoltre condotti studi di congelamento-scongelamento e foto-stabilita per
valutare I'efficacia dell'aggiunta di metionina.

D. Variazione del pH

Come mostrato in Tabella 37, in Tabella 38A e 38B, in Tabella 39
e in Tabella 40, non sono state osservate differenze significative tra le
formulazioni candidate (F13, F15, F17 e da F20 a F22) per nessuno degli
elementi di test, ad eccezione dellHPLC a esclusione dimensionale
(SEC). La formulazione di F20 (ovvero una formulazione con pH inferiore
a 4,0), ha mostrato una quantita inferiore di aggregati mediante SEC al
punto temporale iniziale. Inoltre, in uno studio di stabilita accelerata un
tasso leggermente piu basso di formazione di aggregati e un tasso di
formazione di frammenti piu elevato sono stati osservati. | risultati di
formulazioni con pH da 4,5 a 5,5 sono stati confermati per essere

comparabili.
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E. Aggiunta di metionina

Come mostrato nelle Tabelle 41A e 41B e da Tabella 42 a Tabella
46, non é& stata osservata alcuna differenza significativa tra le
formulazioni con o senza metionina (F18 e F15). La formulazione con
metionina (F18) ha mostrato un tasso di formazione di aggregati
leggermente inferiore in uno studio di stabilita a lungo termine esteso, in
uno studio di stabilita accelerata e in uno studio di fotostabilita. F18 ha
anche mostrato un'ossidazione leggermente inferiore del residuo di
metionina (ad esempio, in posizione 259 nelle catene pesanti) in
esposizione alla luce con 1000 lux fino a sette giorni. Lo studio di
congelamento-scongelamento non ha mostrato alcuna differenza.

L'effetto di 10 mmol/L di metionina come stabilizzante & stato limitato.
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F. Conclusione

Gli attributi qualitativi sono stati comparabili tra le formulazioni di
BAN2401 con variazioni di pH da pH 4,5 a pH 5,5. A pH 4,0 hanno
mostrato un tasso di formazione di aggregati inferiore e, al contrario, un
tasso di formazione di frammenti piu rapido durante la conservazione.
Non abbiamo riscontrato differenze significative tra le formulazioni con e
senza metionina a una concentrazione di 10 mmol/L, sulla base di
valutazioni di qualita e studi di stabilita, inclusi a lungo termine,
accelerata, a congelamento-scongelamento e foto. Sebbene siano stati
osservati un tasso di formazione di aggregati leggermente inferiore e una
minore soppressione dell'ossidazione dei residui amminoacidici, le
differenze non sono state significative. In conclusione, F15 e F21, che
sono stati composti da 200 mg/mL di BAN2401, 25 mmol/L di L-
istidina/istidina cloridrato, 200 mmol/L di L-arginina, 0,05% (in p/v) di
polisorbato 80 a un pH di 5,0 £ 0,5 sono stati considerati buoni candidati
per ulteriori sviluppi.

Esempio 10: Studio sull'effetto della concentrazione di
arginina sulla stabilita della formulazione di BAN2401

E stato valutato I'effetto della concentrazione di arginina (0, 50,
100 e 200 mmol/L) sulla stabilita di BAN2401 a 200 mg/mL. | campioni di
ciascun livello di concentrazione di arginina sono stati conservati in
condizioni accelerate (25 °C/60% di RH) e testatia 0, 1 e 2 mesi.

A. Preparazione di campione
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| campioni (F1-F4) sono stati preparati mediante scambio di
tampone dell'intermedio di processo concentrato di sostanza
farmacologica BAN2401 mediante ultrafiltrazione. Dopo filtrazione
asettica, ogni campione da 0,4 mL & stato riempito nella fiala. Le

informazioni sul campione sono mostrate in Tabella 47.
Tabella 47 Informazioni di campione

Numero di i, Stabilizzante | Polisorbato .
formulazione BAN2401 Tampone (Arginina) 30 pH
Fi 200 meg/ml. | Istidina 25 mmol/L O mmold. UU\ o 5.0
= (in p/v)%a
. . iz : - : 0.03 .
F2 200 mg/ml. | Istidina 25 mmolL S0mmol. | 30
~ (in p/v)%%
P - , . L 1005 .
#3 200 mg/ml. | Istidina 25 mmol/L 100 mmol/L {70 3.0
e (in p/v)%%
1.05
F4 200 me/ml | Istidina 25 mmol/L 200 mmol/L Q.ﬂ.‘- . 5.0
i (in p/iv)%s

B. Risultati

| risultati di questo studio di stabilita per i campioni da F1 a F4
sono mostrati nelle Tabelle da 48 a 51. Non vi é stata alcuna differenza
di pH e concentrazione di proteina tra i campioni e il livello di
concentrazione di arginina € stato coerente con il bersaglio per campioni
iniziali.

La % di aggregati per i campioni contenenti arginina (da F2 a F4)

e stata inferiore a quella del campione senza arginina (F1).
Tabella 48 Risultati del test del campione F1 (Arginina 0 mmol/L bersaglio)

Elementi di test Iniziale M 2M
pH S - -
Concentrazione di proteina (mg/mlL.) 195 - -
% di area di monomero | 98.3% 98.0% 97.8%
SEC % di area di aggregati | 1.6%% 1.7% £.9%
% di area di frammenti | (.1% .2% 0.3%
Concentrazione di arginina (mmol/L) | - -
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Tabella 49 Risultati del test di campione F2 (Arginina 50 mmol/L bersaglio)

Elementi di test Iniziale M 2M
pH 5.0 - ~
Concentrazione di proteina (mg/mL) 192 - -
% di area di monomero | 98 4% 98 1% 97.8%
SEC % diarea di aggregati | 1.5% 1.7% 1,894
% diarea di frammenti | 0.1% 0.2% 0.4%
Concentrazione di arginina (mmol/L) 47 - -
Tabella 50 Risultati del test di campione F3 (Arginina 100 mmol/L bersaglio)
Elementi di test Iniziale M 2M
pH 5.0 -
Concentrazione di proteina (mg/mL) 198 = =
% di area di monomero | 98 4% 98.1% 97.8%
SEC % di area di aggregati | 1.5% 1.7% 1.8%
% di area di frammenti | (0.1% 0.2% 0.4%
Concentrazione di arginina (mmol/L) 87 - -
Tabella 51 Risultati del test di campione F4 (Arginina 200 mmol/L bersaglio)
Elementi di test Iniziale M M
pH 5.0 -
Concentrazione di proteina (mg/mL) 191 - -
% di area di monomero | 98 4% 98 1% 97.9%
SEC % di area di aggregati | 1.5% 1.6% 1.7%
% di area di frammenti | {*.1% 0.2% 0.4%
Concentrazione di arginina (mmol/L) 173 -

C. Discussione e Conclusione

| risultati di questo studio hanno indicato che concentrazioni di
arginina da 50 a 200 mmol/L prevengono gli aumenti di aggregati proteici
nella formulazione di BAN2401 200 mg/mL. La variazione della
concentrazione di arginina tra i lotti pud dare come risultato una
variazione nella % di aggregati tra lotti. Inoltre, la concentrazione di
arginina puo influenzare I'andamento di aumento della % di aggregati
nello studio di stabilita.

La formulazione comprendente tampone di istidina € sembrata

mostrare un effetto sulla riduzione della frammentazione di BAN2401,

92



rispetto alla percentuale di frammentazione nel campione F1 con la
percentuale di frammentazione mostrata nella Figura 11 dell'lEsempio 2,
in cui sono stati utilizzati campioni comprendenti BAN2401 200 mg/mL,
citrato di sodio 50 mM e cloruro di sodio 100 mM.

ELENCO DI SEQUENZE

Tabella 52. Sequenze amminoacidiche delle regioni variabili di mAb

mAb Catena di IgG | SEQ ID NO Sequenza amminoacidica

BAN2401 Catena pesante | } EVOLVESGGGLYOQPGGSLRLSCSASGE
TFSSFOMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GSSTIYYGDTVKGRFTISRDNAKNSLFL
QMSSLRAEDTAVYYCAREGGYYYGRS
YYTMDYWGOGTTVTVSS

BANZ401 Catena leggera 2 DVVMTQSPLSLPVTPGAPASISCRSSQS!
VHSNGNTYLEWYLOQKPGQSPKLLIYKV
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVE
AEDVGIYYCFQGSHVPPTFGPGTKLEIK

Tabella 53. Sequenze amminoacidiche delle regioni costanti di mAb

mAb Catena di IgG Class | SEQ 1D NO | Sequenza amminoacidica
BAN2401 Catena pesante TaGl 3 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT

AALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTOTYICNY
NHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHODWENGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
YTLPPSREEMTKNOQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGOPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWOQOGNVFSCSVMHEA
LHNHY TOKSLSLSPGK
BAN2401 | Catena leggera | kappa | 4 RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALOSGNSOESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSENR
GEC
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Tabella 54. Sequenze amminoacidiche di CDR di mAb

mAb Catena di IgG SEQ 1D NO Sequenza amminoacidica
BAN2401 HCDRI 3 SFGMH
HCDR2 6 YISSGSSTIYYGDTVKG
HCDR3 7 EGGYYYGRSYYTMDY
BAN2401 LCDRI 3 RSSOSIVHSNGNTYLE
LCDR2 9 KVSNRFS
LCDR3 i0 FOGSHVPPT

Catena pesante (SEQ ID NO: 11):
evglvesggglvgpegsiriscsaseftfssfombnvvrqapgholewvavissgsstiyygdivk grftisrdnaknstfigmssh
gedtavyyearegay undyweqeavivssastkgpsviplapsskstsegtaalpevhdyvipepyvivswnsgalts
evhifpavigssglysissvvivpssslatgtvienvabkpsnthvdkrvephsedktheeppepapellzppsviifppkpkdd
misrtpevievvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnakthpreegynstyrvvsvitvlhgdwingkevkekvsokalpapie
ktiskakgaprepgvytippsreemikngvshelvkgfypsdiavewesnggpennykuppvidsdgsiflvakitvdkarwg
genviscsvimbealhnhytgkslslspgk

Catena leggera (SEQ ID NO: 12):
dvemigsplsipvtpgapasiscrssgsivhsngatylewylgkpegspk vk vemfsgepdrisgspsgrdftitisrveacdy
givvefqgshvpptigpetkieikrtvaapsviifppsdegiksptasvyellnndypreakvgwhvdnalgsgnsqesvieqdsk
detystsstiifskadvekhkvyacevthqelsspvtksforgee
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RIVENDICAZIONI

1. Formulazione farmaceutica acquosa comprendente:

(a) un anticorpo isolato anti-protofibrilla AR che si lega a
protofibrille di AB umane, a una concentrazione da 80 mg/mL a 300
mg/mL,

(b) arginina da 100 mM a 400 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,01% in p/v allo 0,1% in p/v, e

(d) un tampone farmaceuticamente accettabile,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5,

in cui I'anticorpo isolato anti-protofibrilla di A &€ lecanemab, e

in cui l'arginina €& arginina, arginina cloridrato o una loro
combinazione.

2. Formulazione farmaceutica secondo la rivendicazione 1, in cui
I'anticorpo isolato anti-protofibrilla di AB € presente in una concentrazione
da 100 mg/mL a 200 mg/mL.

3. Formulazione farmaceutica secondo la rivendicazione 1, in cui
I'anticorpo isolato anti-protofibrilla di Ap € presente in una concentrazione
di 100 mg/mL.

4. Formulazione farmaceutica secondo la rivendicazione 1, in cui
I'anticorpo isolato anti-protofibrilla di Ap € presente in una concentrazione
di 200 mg/mL.

5. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle

rivendicazioni 1-4, comprendente inoltre metionina.
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6. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 1-5, in cui il tampone farmaceuticamente accettabile &
tampone di citrato o tampone di istidina.

7. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 1-6, comprendente tampone di citrato da 10 a 100 mM o
tampone di istidina da 10 a 100 mM.

8. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 1-7, comprendente arginina da 125 a 350 mM.

9. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 1-8, comprendente arginina 200 mM, in cui l'arginina &
cloridrato di arginina.

10. Formulazione farmaceutica secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 1-9, comprendente arginina 200 mM, in cui l'arginina &
cloridrato di arginina, e tampone di istidina 25 mM.

11. Formulazione farmaceutica acquosa secondo Ia
rivendicazione 1 comprendente:

(@) da 80 mg/mL a 240 mg/mL dell'anticorpo isolato anti-
protofibrilla di AB,

(b) arginina cloridrato da 140 mM a 260 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,02% in p/v allo 0,08% in p/v, e

(d) tampone di istidina da 15 mM a 35 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a

5,5.
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12. Formulazione farmaceutica acquosa secondo la
rivendicazione 1 comprendente:

(a) da 80 mg/mL a 120 mg/mL dell'anticorpo isolato anti-
protofibrilla di AB,

(b) arginina da 240 mM a 360 mM,

(c) polisorbato 80 dallo 0,02% in p/v allo 0,08% in p/v, e

(d) tampone di citrato da 30 mM a 50 mM,

in cui la formulazione farmaceutica ha un pH che varia da 4,5 a
5,5,

e in cui l'arginina € arginina, cloridrato di arginina o una loro
combinazione.

13. Formulazione farmaceutica acquosa secondo la
rivendicazione 1, comprendente:

(@) 100 mg/mL o 200 mg/mL dell'anticorpo isolato anti-
protofibrilla di AB,

(b) da 190 mM a 210 mM di arginina, cloridrato di arginina o una
loro combinazione,

(c) polisorbato 80 dallo 0,04% in p/v allo 0,06% in p/v, e

(d) tampone di istidina da 15 mM a 35 mM.

14. Formulazione farmaceutica acquosa secondo Ila
rivendicazione 1, comprendente:

(a) 100 mg/mL dell'anticorpo isolato anti-protofibrilla di A,

(b) arginina cloridrato 200 mM,

(c) polisorbato 80 allo 0,05% in plv, e
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(d) tampone di istidina 25 mM.

15. Formulazione farmaceutica acquosa secondo la
rivendicazione 1, comprendente:

(a) 200 mg/mL dell'anticorpo isolato anti-protofibrilla di A,

(b) arginina cloridrato 200 mM,

(c) polisorbato 80 allo 0,05% in p/v, e

(d) tampone di istidina 25 mM.

16. Formulazione farmaceutica acquosa secondo una qualsiasi
delle rivendicazioni 13-15, in cui il tampone di istidina €& una
combinazione di istidina e istidina cloridrato monoidrato.

17. Formulazione farmaceutica acquosa secondo una qualsiasi
delle rivendicazioni 13-16, in cui la formulazione farmaceutica ha un pH

di 5,0.

Si attesta la perfetta conformita della traduzione che precede.
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LEGENDA DELLE TAVOLE DEI DISEGNI
TAVOLE 1-33/33
Figure 1-33
“Figure” = Figura
TAVOLE 1, 4,7,10/33
Figure 1, 4,7, 10
“Aggregate” = Aggregato
“Aggregate %” = % di aggregato
“Time Point” =Punto temporale
““mo” = * mese(i)
TAVOLE 2, 5, 8, 11/33
Figure 2, 5, 8, 11
“Fragment” = Frammento
“‘Fragment %” = % di frammento
“Time Point” =Punto temporale
““mo” = * mese(i)
TAVOLE 3, 6, 9, 12/33
Figure 3,6, 9, 12
“‘Monomer” = Monomero
“‘Monomer %” = % di monomero
“Time Point” =Punto temporale
“*mo” = * mese(i)
TAVOLA 13/33

Figura 13
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“Aggregate (TO-T2 M at 25°C)” = Aggregato (TO-T2 M a 25 °C)

“‘Aggregate %” = % di aggregato

TAVOLA 14/33

Figura 14

“Fragment (TO-T2 M at 25°C)” = Frammento (T0-T2 M a 25 °C)

‘Fragment %” = % di frammento

TAVOLA 15/33

Figura 15

“‘Monomer (TO-T2 M at 25°C)” = Monomero (T0-T2 M a 25 °C)

“‘Monomer %” = % di monomero

TAVOLA 16/33

Figura 16

“Aggregate (%)” = Aggregato (%)

“Arginine” = Arginina

“Arginine Concentration” = Concentrazione di arginina

TAVOLA 17/33

Figura 17

“Ingredient” = Ingrediente

‘BAN2401 drug substance (Formulation A)” = Sostanza
farmacologica BAN2401 (Formulazione A)

“glass vials” = fiale di vetro

“stoppers” = tappi

“aluminum seals” = sigilli di alluminio

“Process” = Processo
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“Pooling” = Raggruppamento

“Bioburden reducing filtration” = Filtrazione riducente la carica
biologica

“Sterile filtration” = Filtrazione sterile

“Aseptic filling and stoppering” = Riempimento asettico e tappatura

“Crimp capping” = Chiusura per crimpatura

“Visual inspection” = Ispezione visiva

“In-process Control” = Controllo durante il processo

“Bioburden pre- and post-filtration” = Carica biologica prima e dopo
la filtrazione

“0.2 pm filter integrity testing pre- and post-filtration” = test di integrita
di filtro 0,2 ym prima e dopo la filtrazione

“Fill weight checks” = Verifiche di peso di rimpimento

TAVOLA 18/33

Figura 18

“Ingredient” = Ingrediente

‘BAN2401 drug substance (Formulation B)” = Sostanza
farmacologica BAN2401 (Formulazione B)

“glass vials” = fiale di vetro

“stoppers” = tappi

“aluminum seals” = sigilli di alluminio

“Process” = Processo

“Bioburden reducing filtration” = Filtrazione riducente la carica

biologica
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“Sterile filtration” = Filtrazione sterile

“Aseptic filling and stoppering” = Riempimento asettico e tappatura

“Crimp capping” = Chiusura per crimpatura

“Visual inspection” = Ispezione visiva

“In-process Control” = Controllo durante il processo

“Bioburden pre- and post-filtration” = Carica biologica prima e dopo
la filtrazione

“0.2 pm filter integrity testing pre- and post-filtration” = test di integrita
di filtro 0,2 um prima e dopo la filtrazione

“Fill weight checks” = Verifiche di peso di rimpimento

TAVOLA 19/33

Figura 19

“12 mos.” = 12 mesi

“BD” = BD

“West” = West

‘vial” = fiala

TAVOLA 20/33

Figura 20

“*mo.” = * mese(i)

“BD” = BD

“West” = West

“vial” = fiala

TAVOLA 21/33

Figura 21
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“Agitation” = Agitazione
“1 mo.” =1 mese

“Agit (3D @ 25C)” = Agitare (3 G a 25 °C)

“BD” = BD
“West” = West
“vial” = fiala

TAVOLE 22-23/33

Figure 22-23

“Absorbance at 405 nm” = Assorbanza a 405 nm
“*mo.” = * mese(i)

“‘BD” = BD

“West” = West

‘vial” = fiala

TAVOLA 24/33

Figura 24

“Agitation” = Agitazione

“‘Absorbance at 405 nm” = Assorbanza a 405 nm

“1 mo.” =1 mese

“‘Agit (3D @ 25C)” = Agitare (3 G a 25 °C)

“BD” = BD
“West” = West
“vial” = fiala

TAVOLE 25, 28/33
Figure 25, 28

103



“Aggregate” = Aggregato

“% Aggregate” = % di aggregato

TAVOLE 26, 29/33

Figure 26, 29

“Fragment” = Frammento

% di

TAVOLE 27, 30/33

Figure 27, 30

“‘Monomer” = Monomero

“% Monomer” = % di monomero

TAVOLE 31-32/33

Figure 31-32

“Aggregate, Agitation, HPLC-SEC” = Aggregato, Agitazione, HPLC-
SEC

“% Aggregate” = % di aggregato

“1 mo.” =1 mese

“Agit (3D @ 25C)” = Agitare (3 G a 25 °C)

TAVOLA 33/33

Figura 33

“‘Monomer, Agitation, HPLC-SEC” = Monomero, Agitazione, HPLC-
SEC

“% Monomer” = % di monomero

“1 mo.” =1 mese

“Agit (3D @ 25C)” = Agitare (3 G a 25 °C)
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A405 - Agitation
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% Aggregate
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% Fragment
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Aggregate, 25°C, HPLC-SEC
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Fragment, 25°C, HPLC-SEC
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Monomer, 25°C, HPLC-SEC
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Aggregate, Agitation, HPLC-SEC
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Monomer, Agitation, HPLC-SEC
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