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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende construcciones de anticuerpo biespecifico
ANTECEDENTES

La aparicién de tecnologia de ADN recombinante ha permitido el desarrollo de muchos productos farmacéuticos de
proteina en las tres Gltimas décadas. Los productos farmacéuticos basados en proteina estan ahora entre las
categorias de crecimiento mas rapido de agentes terapéuticos en desarrollo (pre)clinico y como productos comerciales.
En comparaciéon con farmacos quimicos pequefios, los productos farmacéuticos de proteina tienen elevada
especificidad y actividad a concentraciones relativamente bajas, y normalmente proporcionan terapia de
enfermedades de alto impacto, tales como diversos canceres, enfermedades autoinmunitarias y trastornos
metabolicos (Roberts, Trends Biotechnol. 2014 Jul;32(7):372-80, Wang, Int J Pharm. 1999 Aug 20;185(2):129-88).

Debido a los avances en los procesos de purificacion a escala comercial, las proteinas recombinantes se pueden
obtener ahora en alta pureza cuando se fabrican por primera vez. Sin embargo, las proteinas solo son marginalmente
estables y son altamente susceptibles a la degradacion, tanto quimica como fisica. La degradacién quimica se refiere
a modificaciones que implican a los enlaces covalentes, tales como desamidacion, oxidacion, escision o formacion de
nuevos puentes disulfuro, hidrdlisis, isomerizacién o desglucosilacion. La degradacion fisica incluye desplegamiento
de proteinas, adsorcién no deseable a superficies y agregacion. El tratar con estas inestabilidades fisicas y quimicas
es una de las tareas mas complicadas en el desarrollo de productos farmacéuticos de proteina (Chi et al., Pharm Res,
Vol. 20, No. 9, Sept 2003, pp. 1325-1336, Roberts, Trends Biotechnol. 2014 Jul;32(7):372-80).

La agregacion de proteinas representa un acontecimiento importante de la inestabilidad fisica de proteinas y ocurre
debido a la tendencia inherente a minimizar la interaccién termodindmicamente desfavorable entre el disolvente y los
residuos de proteinas hidrofobas. Es particularmente problematica debido a que se encuentra rutinariamente durante
los procesos de replegamiento, purificacion, esterilizacion, transporte y almacenamiento. La agregacion puede ocurrir
incluso en condiciones de disolucion donde el estado nativo de la proteina se favorece altamente termodinamicamente
(por ejemplo, pH neutro y 37 °C) y en ausencia de estrés (Chi et al., Pharm Res, Vol. 20, No. 9, Sept 2003, pp. 1325-
1336, Roberts, Trends Biotechnol. 2014 Jul;32(7):372-80, Wang, Int J Pharm. 1999 Aug 20;185(2):129-88, Mahler J
Pharm Sci. 2009 Sep;98(9):2909-34).

La agregacion de proteinas es problematica debido a que puede afectar la actividad biologica de las proteinas
terapéuticas. Ademas, la agregacién de proteinas conduce a estética no deseable del medicamento, y disminuye el
rendimiento de producto debido a las elaboradas etapas de purificacion que se requieren para retirar los agregados
del producto final. Mas recientemente, también ha existido una preocupacioén y evidencia cada vez mayor de que la
presencia de proteinas agregadas (proteinas incluso humanizadas o completamente humanas) puede aumentar
significativamente el riesgo de que un paciente desarrolle una respuesta inmunitaria al monomero de proteina activo,
dando como resultado la formacién de anticuerpos neutralizantes y la resistencia a farmaco, u otros efectos
secundarios adversos (Mahler J Pharm Sci. 2009 Sep;98(9):2909-34.

Se ha informado en la bibliografia de varios esfuerzos para minimizar la agregacioén de proteinas por diversos
mecanismos. Se pueden estabilizar las proteinas y asi proteger de la formacién de agregados y otros cambios
quimicos que modifican su estructura primaria, aumentando asi la hidrofobia interior y reduciendo la hidrofobia exterior.
Sin embargo, la ingenieria genética de proteinas puede dar como resultado funcionalidad alterada y/o elevada
inmunogenicidad. Otro enfoque se centra en la disociacién de agregados (denominada "desagregacion") para
recuperar mondémeros nativos funcionales usando diversos mecanismos, tales como temperatura, presion, pH y sales.
Actualmente, los agregados de proteina se retiran como impurezas principalmente en las etapas de pulido del
procesamiento aguas abajo. Sin embargo, en casos de altos niveles de alto peso molecular (HMW), eliminar una
cantidad significativa de HMW no solo da como resultado una pérdida de rendimiento sustancial, sino que también
hace que el disefio de un proceso robusto aguas abajo sea complicado (Chi et al., Pharm Res, Vol. 20, No. 9, Sept
2003, pp. 1325-1336). Se ha descrito previamente el uso de beta-ciclodextrinas como agente en composiciones que
comprenden anticuerpos contra la agregacién, en particular se usan HP-beta-CD y sulfobutiléter-beta-ciclodextrina
(SBE-beta-CD) en productos parentales autorizados (SERNO T ET AL: "Protein stabilization by cyclodextrins in the
liquid and dried state”", ADVANCED DRUG DELIVERY REVIEWS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, vol. 63, no. 13, 23
de agosto de 2011, paginas 1086-1106.) Sin embargo, SBE-B-CD también se describié con resultados mixtos
referentes a la estabilizacién de composiciones que comprenden anticuerpos (Serno T et al. "Inhibition of Agitation-
induced Aggregation of and IgG-Antibody by Hydroxypropyl-b-Cyclodextrin”, JOURNAL OF PHARMACEUTICAL
SCIENCES, VOL. 99, NO. 3, MARZO 2010, paginas 1193-1206).

La conservacion de la estabilidad y actividad de las proteinas en aplicaciones biolégicas y biotecnolédgicas plantea
graves retos. Existe una necesidad en la técnica de composiciones farmacéuticas optimizadas que proporcionen
estabilizacion potenciada de proteinas terapéuticas y reduzcan la agregacion y desnaturalizaciéon durante la
formulacién, envasado, transporte, almacenamiento y administracion, previniendo asi la pérdida de funcién y
reacciones inmunogénicas adversas. Por lo tanto, es el objeto de la presente invencion cumplir esta necesidad. Esto
se aplica especialmente a construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico que se unen a un antigeno de
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superficie celular diana a través de un primer dominio de unién (por ejemplo, CD33) y al antigeno de superficie de
linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de unién que se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, AIGNER
M ET AL: "T lymphocytes can be effectively recruited for ex vivo and in vivo lysis of AML blasts by a novel CD33/CD3-
bispecific BiTE antibody construct”, LEUKEMIA, MACMILLAN PRESS LTD, US, vol. 27, no. 5, 1 de abril de 2013,
paginas 1107-1115; documentos de patente WO 2015/036583 A2; WO 2004/106381 A1; WO 2013/072406 A1; y WO
2016/004108 A2).

SUMARIO

La estabilidad de proteinas, y en particular la agregacion de proteinas, es un reto cada vez mayor en la industria de la
biotecnologia, donde la agregacion se encuentra durante toda la vida Gtil de una proteina terapéutica, que incluye
durante los procesos de replegamiento, purificacién, esterilizacion, transporte y almacenamiento. Por lo tanto, el objeto
de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica estable que comprenda una construccion de
anticuerpo monocatenario biespecifico en donde la construccion monocatenaria biespecifica comprende o consiste en
un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO 100 o 174, que se une a
un antigeno de superficie celular diana CD33 o CD19 por un primer dominio de unién y al antigeno de superficie de
linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de unién; una B-ciclodextrina; y un tampén.

La B-ciclodextrina es una sal de sodio de sulfobutiléter-p-ciclodextrina. Puede estar presente en una concentracion en
el intervalo del 0,1 % al 20 % (p/v), preferentemente del 0,5 % al 2 % (p/v) y mas preferentemente del 0,8 % al 1,5 %
(p/v).

La construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico puede estar presente en un intervalo de concentracion de
0,1-5 mg/ml, preferentemente de 0,2-2,5 mg/ml, mas preferentemente de 0,25-1,0 mg/ml. Su primer dominio de unién
puede unirse a CD33.

El tampdn se puede seleccionar del grupo que consiste en fosfato de potasio, acido acético/acetato sédico, acido
citrico/citrato sédico, acido succinico/succinato sédico, acido tartarico/tartrato sédico, histidina/HCI de histidina, glicina,
Tris, glutamato, acetato y mezclas de los mismos, y en particular de fosfato de potasio, acido citrico/citrato sédico,
acido succinico, histidina, glutamato, acetato y combinaciones de los mismos.

El pH de la composicion farmacéutica puede estar en el intervalo de 4 a 7,5.

Uno o mas excipientes pueden estar presentes en la composicidon farmacéutica proporcionada en el presente
documento, que incluyen sacarosa, trehalosa, manitol, sorbitol, arginina, lisina, polisorbato 20, polisorbato 80,
poloxamero 188, Pluronic y combinaciones de los mismos.

La composicién puede comprender uno 0 mas conservantes, particularmente alcohol bencilico, clorobutanol, fenol,
meta-cresol, metilparabeno, fenoxietanol, propilparabeno tiomerosal. La estructura y concentracion tipica para el uso
de estos conservantes se describen en la Tabla 1 de Meyer et al. J Pharm Sci. 96(12), 3155.

En el presente documento también se proporciona una composicién farmacéutica libre de conservantes, que
comprende una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 100 y que esta en una concentracién de aproximadamente 0,5 mg/ml, y ademas una ciclodextrina que es
una sal de sodio de sulfobutiléter-B-ciclodextrina en una concentracién de aproximadamente 1 % (p/v), y ademas un
tampon que es fosfato de potasio en concentracion de aproximadamente 10 mM, comprendiendo dicha formulacién
ademas sacarosa en concentracion de aproximadamente 8 % (p/v) y polisorbato 80 en concentracion de
aproximadamente 0,01 % (p/v) a un pH de aproximadamente 6,0.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Cuantificaciéon de especies de alto peso molecular y conférmero por cromatografia de liquidos de
resolucion ultra alta de exclusion por tamarfio (SE-UPLC) en preparaciones de AMG 330 (SEQ ID NO: 100)
que contienen polisorbato 20, 80 o HP-B-CD.

Figura 2: Efecto del polisorbato (PS) 20, 80 y HP-B-CD sobre la cantidad de especies no monoméricas
(incluyendo conférmeros, dimeros, agregados) en preparaciones de AMG 330 en funcién de factores de
estrés: sin estrés (A), espumacion (B) y 10 ciclos de congelacion/descongelacion (C). La cuantificacion de
especies se logré por cromatografia de liquidos de resolucién ultra alta de exclusion por tamario (SE-UPLC).
La concentracion de proteina se traté por el mismo ensayo (deteccion a A280).

Figura 3: Efecto dependiente de la concentracion de HP-B-CD y SBE-B-CD sobre la tendencia de agregacion
(medida por densidad 6ptica a 350 nm; densidades Opticas se refieren a una longitud de trayectoria de 10
mm) de AMG 103 en presencia de 0,9 % (V/V) de alcohol bencilico.
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Figura 4: Mediciones de la intensidad de emision de fluorescencia intrinseca de AMG 103 antes (A) y después
de (B) la incubacion a 37 °C durante 24 horas en presencia de 0,9 % (V/V) de alcohol bencilico.

Figura 5: Modelos predictivos derivados de estudios de disefio experimental (factorial completo de 2 niveles
con 4 factores) que describen el efecto de concentraciones crecientes de HP-B-CD (A) y SBE-B-CD (B) sobre
la densidad optica a 350 nm de preparados de AMG 103 (SEQ ID NO: 174).

Figura 6: Evaluacién de especies de alto peso molecular (HMWS) por cromatografia de exclusion por tamafio
en diferentes formulaciones que contienen 5 mg/ml de CD33_2-hALB (SEQ ID NO: 175).

Figura 7: Tasa de formacion de especies de alto peso molecular a 25 °C y 37 °C para tres formulaciones de
MSLN-hALB diferentes (SEQ ID NO: 176) (K60RTrT (A), KBOSBESUT (B) y KEBORMSUT (C)) determinada por
la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Figura 8: Formacion de variantes de carga acida a 25 °C y 37 °C para tres formulaciones de MSLN-hALB
diferentes determinada por cromatografia liquida de resolucién ultra alta con intercambio de cation débil
(WCX-UPLC)

Figura 9. Solubilidad de AMG 330 a 40 °C en presencia de 12 % de PEG-3350. Tanto SBE-B-CD (Captisol)
como alginato (Protanal) aumentan la solubilidad de AMG 330 agregado y monomérico cuando se usa a
mayores concentraciones. Sin embargo, SBE-B-CD solubiliza preferentemente el monémero. El control a la
izquierda (1X PBS) se incub6 sin SBE-B-CD, mientras que el control a la derecha (1X PBS) se incub6 sin
PEG y SBE-B-CD.

Figura 10: Datos del mismo experimento que se muestra en la Figura 9 que demuestra el efecto de diferentes
concentraciones de SBE-B-CD vy alginato sobre el % de monémero y % de agregado en AMG 330. SBE--
CD a ~ 0,1-1 % es eficaz en aumentar el contenido de monémero a costa de agregados (mostrado por flechas
verdes). A diferencia, los datos del alginato muestran una tendencia opuesta de aumentar los agregados
(mostrado por la flecha roja). También se mostré que SBE-B-CD reducia el impacto negativo del exceso de
concentracion en este caso.

Figura 11: Area de pico relativa promedio de SEC de los picos de AMG 330 después del cambio de tampén
y concentracion de proteina por ultrafiltracion/centrifugacion.

Figura 12. A: Resumen de concentraciones maximas de AMG 330 logradas por exceso de concentracion,
calculado por pico principal de SEC + HMW. Las formulaciones SBE-B-CD (indicadas por estrellas)
alcanzaron mayores concentraciones y mantuvieron mayor % de monomero. B: Datos del mismo
experimento como se muestra en la Figura 12A donde AMG 330 se concentré hasta 7-8 mg/ml en presencia
de concentraciones crecientes de SBE-B-CD con o sin glicina y sacarosa (ver las estrellas). El control a la
izquierda se concentro sin SBE-B-CD. El control a la derecha no se concentré mas alla de su concentracion
inicial de 0,4 mg/ml. Muestra adicional marcada como '2 % glicina, 1 % sacarosa" se concentr6 sin SBE-f-
CD para demostrar la ventaja de uso de SBE-B-CD. C: Areas de pico relativas de CEX de AMG 330 después
de 5 dias incubacion a 4 °C, promedio de dos duplicados. Todas las muestras contienen citrato 20 mM, 0,01 %
de PS-80, pH 6,0. D: Area de pico principal relativa de AMG 330 después de analisis de SEC. Todas las
muestras también incluyen citrato 20 mM, 0,01 % de PS-80, pH 6.0.

Figura 13: Concentracién de AMG 330 calculada a partir del pico principal de SEC + HMW.

Figura 14: Area de pico relativa de AMG 330 de partir de SEC después del intercambio y concentracion de
tampon.

Figura 15: Areas de pico total de SEC de AMG 330 (pico principal + HMW) después de la incubacion con
diversas ciclodextrinas

Figura 16: AMG 330 en 13 formulaciones diferentes a 1 mg/ml y almacenado a -20, -30 y -700 °C durante
hasta 6 semanas.

Figura 17: A: Aunque SBE-B-CD a 0,5 % puede no ser completamente suficiente para proporcionar una torta
liofilizada elegante, es compatible con agentes de carga mas comunes, tales como glicina y manitol. Todas
estas tortas liofilizadas se reconstituyeron bien y produjeron de poca a ninguna agregacién o particulacion en
presencia de SBE-B-CD. B: El uso de SBE-B-CD (cromatograma azul, indicado por la flecha) pero no a-
ciclodextrano (cromatograma rosa, indicado por la flecha) reduce el % de pos-reconstitucion de agregados.
La formulacion de control sin ciclodextrina (en la linea negra gruesa) también muestra un elevado nivel de
agregados, aunque inferior al a-ciclodextrano. Estos resultados demuestran la ventaja de uso de SBE-B-CD.
C: SEC analitica de diferentes formulaciones (pre y pos representa pre-liofilizacion y pos-constitucion). D:
Analisis de MFI para diferentes formulaciones tras la liofilizacion.
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Figura 18. Resumen de concentraciones maximas de Fapa BIiTE® (SEQ ID NO: 177) alcanzadas por exceso
de concentracion. Las formulaciones de SBE-B-CD (indicadas por estrellas) alcanzaron mayores
concentraciones de proteina en comparacién con a-ciclodextrano y mantuvieron mayor % de monémero. Las
formulaciones de a-ciclodextrano perdieron la mayoria de su proteina soluble debido a la precipitacion.

Figura 19. Visién general sobre el porcentaje de contenido de especies de alto peso molecular (HMWS)
determinadas por cromatografia de rendimiento ultra alto de exclusién por tamafio (SE-UPLC) en funcién de
la formulacién de construccion de anticuerpo CD33-scFc BIiTE.

Figura 20. Visién general sobre el porcentaje de contenido de especies de alto peso molecular (HMWS)
determinadas por cromatografia de rendimiento ultra alto de exclusién por tamafio (SE-UPLC) en funcién de
la formulacién de construccion de anticuerpo FLT3-scFc BIiTE.

Figura 21. Visién general sobre el porcentaje de contenido de especies de alto peso molecular (HMWS)
determinadas por cromatografia de rendimiento ultra alto de exclusién por tamafio (SE-UPLC) en funcién de
la formulacién de construccion de anticuerpo BCMA-scFc BiTE.

DESCRIPCION DETALLADA

A pesar de la alta calidad de los productos biotecnolégicos terapéuticos actuales y del parecido de las proteinas y
anticuerpos humanos recombinantes con las proteinas humanas endégenas, la inestabilidad de las proteinas sigue
siendo un problema importante. Ademas de las consecuencias relacionadas con la calidad de la agregacion de
proteinas, tal como posible pérdida de actividad de proteina y estética no deseable del medicamento, se ha informado
que los agregados de proteina soluble tienen efectos citotoxicos significativos y, lo que es mas importante, son un
posible factor de riesgo para el desarrollo de una respuesta inmunitaria a productos de proteina.

La agregacioén de proteinas puede ocurrir durante diversos puntos a lo largo de la vida Gtil de una proteina, que incluye
fermentacion, replegamiento, purificacion, envasado, transporte, almacenamiento o administracién y es fuertemente
dependiente de diversos factores ambientales. Existe una necesidad critica en la técnica de aumentar la estabilidad y
reducir la agregacion de proteinas terapéuticas; y formulaciones farmacéuticas optimizadas pueden ayudar a hacerlo.
Los presentes inventores investigaron los efectos de diferentes ciclodextrinas sobre la agregacion de construcciones
de anticuerpo biespecifico (especificamente, acopladores biespecificos de linfocitos T, BITE®) cuando se exponen a
diversos factores de estrés medioambiental. Sorprendentemente, los inventores descubrieron que las construcciones
de anticuerpo de SEQ ID NO: 100 y 174 podrian ser estabilizadas significativamente en presencia de ciclodextrinas,
en donde la B-ciclodextrina es una sal de sodio de sulfobutiléter-B-ciclodextrina.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica estable que comprende a) una
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico de SEQ ID NO: 100 o 174, que se une a un antigeno de
superficie celular diana CD33 o CD19, respectivamente, a través de un primer dominio de unién y al antigeno de
superficie de linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de unioén, b) sal de sodio de sulfobutiléter-B-ciclodextrina
y ¢) un tampon. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento se refieren a los compuestos,
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento
del cuerpo humano (o animal) por terapia

Estabilidad

En la presente invencién, el término "estabilidad" o "estabilizacién" se refiere a la estabilidad de la composicion
farmacéutica en total y en particular a la estabilidad del principio activo (es decir, la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico) en si, especificamente durante la formulacion, envasado, transporte, almacenamiento y
administracion. Los términos "estabilidad” o "estable” en el contexto de la composicién farmacéutica de la invencion y
la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico se refieren particularmente a la reduccién o prevencion de
la formacién de agregados de proteina (HMWS). Especificamente, el término "estabilidad" también se refiere a la
estabilidad coloidal de las construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico comprendidas dentro de la
composicion farmacéutica descrita en el presente documento. "Estabilidad coloidal" es la capacidad de particulas
coloidales (tales como proteinas) a seguir dispersadas en liquidos durante un periodo de tiempo prolongado (dias a
anos).

El término "agregado (de proteina)", como se usa en el presente documento, engloba, en general, una especie de
peso molecular mas alto, tal como "oligémeros" o "multimeros” en lugar de las especies definidas (por ejemplo, un
monoémero). El término se usa indistintamente en el presente documento con los términos "especie de alto peso
molecular" y "HMWS". Los agregados de proteina se pueden diferenciar, en general, en tamafio (que varia desde
pequefios armazones (dimeros) a grandes (particulas subvisibles o incluso visibles) y de intervalo de nanémetros a
micrometros en diametro), morfologia (aproximadamente esféricos a fibrilares), estructura de proteina (native frente a
no nativa/desnaturalizada), tipo de union intermolecular (covalente frente a no covalente), reversibilidad y solubilidad.
Los agregados solubles cubren el intervalo de tamafios de aproximadamente 1 a 100 nm, y las particulas de proteina
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cubren intervalos subvisibles (~0,1-100 .m} y visibles (>100 .m). Todos los tipos anteriormente mencionados
agregados de proteina estan, en general, englobados por el término. Por lo tanto, el término "agregado (de proteina)”
se refiere a todos los tipos de especies no nativas fisicamente asociadas o quimicamente unidas de dos o mas
mondémeros de proteina.

Por lo tanto, el término "agregacién de proteinas" o "agregacién no nativa" indica el (los) proceso(s) por los que
moléculas de proteinas se ensamblan en complejos compuestos de dos o mas proteinas, con las proteinas
individuales indicadas como el monémero. Existen multiples vias que conducen a la agregacién de proteinas que se
puede inducir por una amplia variedad de condiciones, que incluyen temperatura, estrés mecanico, tal como agitar y
remover, bombeo, congelacion y/o descongelacion, y formulacién.

Temperatura

Un aumento en la temperatura acelera las reacciones quimicas, tales como oxidacién y desamidacion de proteinas,
que puede a su vez promover la agregacion. La temperatura mas alta también influye directamente en la conformacién
de proteinas al nivel de estructura cuaternaria, terciaria y secundaria, y puede conducir a un despliegue inducido por
la temperatura que puede promover la agregacion.

Congelacion y descongelacion

La desnaturalizacién y agregacion de proteinas puede ocurrir durante la congelacién/descongelacion debido a cambios
fisicos y quimicos complejos, tales como creacion de nuevas interfases hielo/disolucion, adsorcion a superficies de
recipientes, crioconcentracion de la proteina y solutos, y cambios de pH debido a la cristalizacién de componentes de
tampén.

Concentracion de proteina

Un aumento en la concentracion de proteina también puede potenciar la formacién de agregados de proteina. A altas
concentraciones de proteina, ocurre la aglomeracién macromolecular, un término used para describir el efecto de
ocupacién total de alto volumen por solutos macromoleculares sobre el comportamiento de cada especie
macromolecular en esa disolucién. Segun esta teoria de volumen excluido, se puede favorecer el auto-ensamblaje y
asi posiblemente la agregacion.

Conservantes

Los conservantes antimicrobianos, tales como el alcohol bencilico y el fenol, son frecuentemente necesarios en las
formulaciones liquidas de proteina para garantizar la esterilidad durante su estabilidad en almacén, y, ademas, se
requieren en formulaciones multidosis y ciertos sistemas de administracién de farmacos, por ejemplo, plumas de
inyeccién, minibombas y administraciones tdpicas. Se ha informado de muchos conservantes para inducir la
agregacion de proteinas, aunque el mecanismo subyacente no es bien entendido. Se ha propuesto que los
conservantes se unen ay pueblan los estados de proteina desplegada tienen tendencia a la agregacion.

Ventajosamente, se prevé que las composiciones farmacéuticas de la invencion sean estables, es decir, siguen libres
o sustancialmente libres de agregados de proteina incluso cuando se someten a estrés, en particular estrés térmico,
almacenamiento, estrés inducido por la superficie (tal como ciclos de congelacién/descongelacion, espumacion),
concentracién (por ultra- y diafiltracion) o se mezclen con compuestos organicos, tales como conservantes
antimicrobianos. Preferentemente, las composiciones farmacéuticas pueden tener caracteristicas similares o incluso
mejoradas en comparacion con las composiciones que comprenden SBE-3-CD o HP B-CD que se han evaluado en
los Ejemplos adjuntos. Las composiciones farmacéuticas de la invencién son preferentemente disoluciones
homogéneas de construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico monomérico dispersadas.

El experto apreciara que aun cuando la composicion farmacéutica proporcione eficazmente estabilizacion del principio
activo (es decir, reduzca o inhiba la formacién de agregados de proteina de la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico), ocasionalmente se pueden formar algunos agregados o conférmeros, sin embargo, sin
comprometer sustancialmente la utilizabilidad global de la composicién farmacéutica. En este contexto,
"sustancialmente libre" de agregados significa que la cantidad de agregados sigue siendo inferior al 10 %, 9 %, 8 %,
7 %o, 6 Y%, 5 %, 4 %, 3%, 2% 0 1 % (p/v), particularmente también cuando se somete a estrés medioambiental, por
ejemplo, como se evalla en los Ejemplos adjuntos.

Métodos para determinar la presencia de agregados de proteina soluble e insoluble se han revisado, entre otros, por
Mahler et al., J Pharm Sci. 2009 Sep;98(9):2909-34. La formacién de agregados de proteina soluble se puede evaluar
por cromatografia liquida de resolucién ultra alta de exclusion por tamafio (SE-UPLC) como se describe en los
Ejemplos adjuntos. SEC es uno de los métodos analiticos mas usados para la deteccién y cuantificacion de agregados
de proteina. El analisis de SEC permite tanto el dimensionamiento de los agregados, como su cuantificacion. SEQ-
UPLC permite la separacion selectiva y rapida de macromoléculas basandose en su forma y tamafio (radio
hidrodinamico) en un intervalo de peso molecular de aproximadamente 5-1000 kDa.
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Las disoluciones de proteina muestran una propiedad optica, denominada opalescencia o turbidez. La propiedad
optica de una disolucion es una funcién de las particulas presentes para dispersar y absorber luz. Las proteinas son
coloides naturales y la turbidez de formulaciones acuosas depende de la concentracion de proteina, la presencia de
particulas no disueltas, el tamafio de particulas y el nimero de particulas por unidad de volumen. La turbidez se puede
medir por espectroscopia de UV-Vis como densidad 6ptica en el intervalo de 340-360 nm y se usa para detectar tanto
agregados solubles como insolubles.

Ademas, la inspeccién de muestras por medios visuales es todavia un aspecto importante de la evaluaciéon de
agregados de proteina. La evaluaciéon visual de la ausencia o presencia de agregados visibles se realiza
preferentemente segun el Deutscher Arzneimittel Codex (DAC) Prueba 5.

Como se explica en cualquier parte en el presente documento, se prevé que la composicion farmacéutica de la
invencion -lo mas probablemente por la accién de las B-ciclodextrinas comprendidas en su interior- favorezca un
aumento de estabilidad coloidal de las construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico, y asi presente una
separacion de fases liquido-liquido (LLPS) reducida o incluso ausente. LLPS es un evento impulsado
termodinamicamente, en el que una disolucién homogénea de proteina se separa en una fase pobre en proteinas
(normalmente la fase superior) y una fase rica en proteina (normalmente la fase inferior) con temperaturas
decrecientes. La LLPS es normalmente completamente reversible simplemente mezclando las dos fases y
aumentando la temperatura de la disolucion. La apariciéon de LLPS se ha atribuido a interacciones proteina-proteina
atractivas de corto intervalo, que hace que sea una medida de la concentracion atraccion proteina-proteina. Se ha
descubierto que las composiciones farmacéuticas que comprenden B-ciclodextrinas segun la invenciéon comprenden
mayores concentraciones de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico en la fase pobre en proteina
de LLPS, en comparacién con composiciones farmacéuticas que no comprenden B-ciclodextrinas. Por consiguiente,
se prevé que las composiciones farmacéuticas de la invencion presenten LLPS reducida o ninguna LLPS en absoluto
cuando se compara con controles, y asi se promueve un aumento de la estabilidad coloidal de las construcciones de
anticuerpo monocatenario biespecifico de la presente invencion. La LLPS se puede inducir y el contenido de proteina
de las diferentes fases se puede examinar como se describe en los Ejemplos adjuntos.

El estrés ambiental puede, en particular debido a la desnaturalizacién térmica y/o quimica, provocar también cambios
conformacionales, que a su vez pueden favorecer la agregacion. Sorprendentemente, los presentes inventores
descubrieron que las construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico también se estabilizan con respecto a
los cambios conformacionales, como se evalia midiendo la intensidad de emision de fluorescencia intrinseca de los
aminoacidos aromaticos. Por lo tanto, la composicién farmacéutica de la presente invencién preferiblemente también
reduce o inhibe la formacion de conférmeros (es decir, especies de proteina no nativas, plegadas de forma anormal).

Construccion de anticuerpo

Como se explica previamente, la composicién farmacéutica estable de la presente invencion comprende una
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico, que se une a un antigeno de superficie celular diana CD33 o
CD19 a través de un primer dominio de unién y al antigeno de superficie de linfocitos T CD3 a través de un segundo
dominio de union.

El término "construccién de anticuerpo” se refiere, en general, a una molécula en la que la estructura y/o funcién se
basa/n en la estructura y/o funcién de un anticuerpo, por ejemplo, de una molécula de inmunoglobulina de longitud
completa o completa. Por lo tanto, una construccion de anticuerpo es capaz de unirse a su diana o antigeno especifico.
Ademas, una construccion de anticuerpo de acuerdo con la invencion comprende los requisitos estructurales minimos
de un anticuerpo que permiten la unién de la diana. Este requisito minimo se puede definir, por ejemplo, por la
presencia de al menos las tres CDR de cadena ligera (es decir, CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region VL) y/o las tres
CDR de cadena pesada (es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VH). Los anticuerpos en los que se basan las
construcciones descritas en el presente documento incluyen, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, recombinantes,
quiméricos, desinmunizados, humanizados y humanos.

Dentro de la definicién de "construcciones de anticuerpo” estan los anticuerpos de longitud completa o completos que
incluyen anticuerpos de camélido y otros anticuerpos de inmunoglobulina generados por métodos o procesos
biotecnolégicos o de ingenieria de proteinas. Estos anticuerpos de longitud completa pueden ser, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales, recombinantes, quiméricos, desinmunizados, humanizados y humanos. También dentro
de la definicion de "construcciones de anticuerpos” estan los fragmentos de anticuerpos de longitud completa, tales
como VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd, Fab, Fab', F(ab")2 o "r IgG" ("medio anticuerpo"). Las construcciones de anticuerpo
también pueden ser fragmentos modificados de anticuerpos, también llamadas variantes de anticuerpo, tales como
scFv, di-scFv o bi(s)-scFv, scFv-Fc, scFv-cremallera, scFab, Fab2, Fab3, diacuerpos, diacuerpos monocatenarios,
diacuerpos en tandem (tandab), di-scFv en tandem, tri-scFv en tandem, "minicuerpos" ejemplificados por una
estructura que es del siguiente modo: (VH-VL-CH3)2, (scFv-CH3)2 o (scFv-CH3-scFv)2, multicuerpos tales como
triacuerpos o tetracuerpos, y anticuerpos monocatenarios, tales como nanocuerpos o anticuerpos de un solo dominio
variable que comprenden simplemente un dominio variable, que podria ser VuH, Vnar VH 0 VL, que se une
especificamente al antigeno o epitopo independientemente de otras V regiones o dominios. También estan
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englobados por el término "construccion de anticuerpo” las construcciones de anticuerpo de un solo dominio
compuestas de (al menos) dos anticuerpos monoclonales de un solo dominio que se seleccionan individualmente del
grupo que comprende VH, VL, ViH y Vnar, y un enlazador. El enlazador esta preferiblemente en forma de un enlazador
peptidico. De forma similar, un "mAb de dominio Gnico scFv" es una construccién de anticuerpo monoclonal compuesto
por al menos un anticuerpo de dominio (inico como se describe arriba y una molécula de scFv como se describe arriba.
De nuevo, el enlazador esta preferiblemente en forma de un enlazador peptidico.

Ademas, la definicion del término "construcciones de anticuerpo” incluye, en general, construcciones monovalentes,
bivalentes y polivalentes/multivalentes y, por lo tanto, construcciones monoespecificas, especificamente que se unen
a solo una estructura antigénica, asi como construcciones biespecificas y poliespecificas/multiespecificas, que se
unen especificamente a mas de una estructura antigénica, por ejemplo, dos, tres 0 mas, a través de distintos dominios
de union. Ademas, la definicion del término "construcciones de anticuerpo"” incluye moléculas que consisten en solo
una cadena de polipéptidos, asi como moléculas que consisten en mas de una cadena de polipéptidos, cadenas que
pueden ser o idénticas (homodimeros, homotrimeros u homooligémeros) o diferentes (heterodimeros, heterotrimeros
o heterooligdmeros). En el contexto de la presente invencion, se prevén particularmente construcciones de anticuerpo
monocatenario biespecifico que se unen a un antigeno de superficie celular diana a través de un primer dominio de
unién y al antigeno de superficie de linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de unién.

Dominios de union

El término "dominio de unién" caracteriza un dominio que se une a/interactiia con/reconoce (especificamente) un
epitopo diana dado o un sitio diana dado en las moléculas diana (antigenos). Dominios de unién estan preferentemente
en forma de polipéptidos. Dichos polipéptidos pueden incluir partes proteicas y partes no proteicas (p. €j., enlazadores
quimicos o agentes reticulantes quimicos tales como glutaraldehido). Las proteinas (incluidos fragmentos de las
mismas, preferiblemente fragmentos biolégicamente activos, y péptidos, que habitualmente tienen menos de 30
aminoacidos) comprenden dos 0 mas aminoacidos acoplados entre si mediante un enlace peptidico covalente (dando
como resultado una cadena de aminoacidos). El término "polipéptido”, tal como se utiliza en esta memoria, describe
un grupo de moléculas, que habitualmente consiste en mas de 30 aminoacidos. Los polipéptidos pueden formar
ademas multimeros, tales como dimeros, trimeros y oligdmeros superiores, es decir, que consisten en mas de una
molécula de polipéptido. Las moléculas de polipéptido que forman este tipo de dimeros, trimeros, etc. pueden ser
idénticas o no idénticas. Las estructuras de orden superior correspondientes de dichos multimeros se denominan, por
consiguiente, homo- o heterodimeros, homo- o heterotrimeros etc. Un ejemplo de un hereteromultimero es una
molécula de anticuerpo, que, en su forma que existe de forma natural, consiste en dos cadenas de polipéptidos ligeras
idénticas y dos cadenas de polipéptidos pesadas idénticas. Los términos "péptido”, "polipéptido" y "proteina” también
se refieren a péptidos / polipéptidos / proteinas modificados de forma natural, en donde la modificacién se efectla, p.
ej., mediante modificaciones postraduccionales, tales como glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Un
"péptido", "polipéptido” o "proteina" cuando se le alude en esta memoria también puede modificarse quimicamente,
tal como pegilarse. Modificaciones de este tipo son bien conocidas en la técnica y se describen mas adelante en esta
memoria.

La estructura y funcion del primer dominio de unién, y preferentemente también la estructura y/o funcion del segundo
dominio de unién, se basa en la estructura y/o funcién de un anticuerpo, por ejemplo, de una molécula de
inmunoglobulina de longitud completa o completa. El primer dominio de unién se caracteriza por la presencia de tres
CDR de la cadena ligera (es decir, CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region ligera variable (VL)) y tres CDR de la cadena
pesada (es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién pesada variable (VH)). El segundo dominio de unién
preferiblemente también comprende los requisitos estructurales minimos de un anticuerpo que permiten la unién de la
diana. Mas preferiblemente, el segundo dominio de unién comprende al menos tres CDRs de la cadena ligera (es
decir, CDR1, CDR2 y CDR3 de la region VL) y/o tres CDRs de la cadena pesada (es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region VH).

Como se ha mencionado anteriormente, un dominio de unién puede comprender normalmente una cadena ligera de
la region variable de anticuerpo (VL) y una regién variable de la cadena pesada del anticuerpo (VH); sin embargo, no
tiene que comprender ambas. Los fragmentos Fd, por ejemplo, tienen dos regiones VH y a menudo conservan alguna
funcion de union a antigeno del dominio de unién a antigeno intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo de
union al antigeno (modificados) incluyen (1) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que tiene los dominios VL,
VH, CL y CH1; (2) un fragmento F(ab'}2, un fragmento bivalente que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (3) un fragmento Fd que tiene los dos dominios VH y CH1; (4) un fragmento Fv que tiene
los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (5) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341 :544-
546), que tiene un dominio VH; (6) una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada, y (7) un Fv
monocatenario (scFv).

Regiones variables
El término "variable" se refiere a las porciones de los dominios de anticuerpo o de inmunoglobulina que exhiben

variabilidad en su secuencia y que estan implicadas en la determinacién de la especificidad y afinidad de unién de un
anticuerpo particular (es decir, el "dominio 0 dominios variables"). El emparejamiento de una cadena pesada variable
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(VH) y una cadena ligera variable (VL) juntas forma un dnico sitio de unién al antigeno. El dominio CH mas préximo a
VH se designa CH1. Cada una de las cadenas ligeras (L) esta enlazada a una cadena pesada (H) por un enlace
disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan enlazadas entre si por uno o mas enlaces disulfuro de
acuerdo con el isotipo de la cadena H.

La variabilidad no se distribuye uniformemente a lo largo de los dominios variables de los anticuerpos; se concentra
en sub-dominios de cada una de las regiones variables de la cadena pesada y ligera. Estos sub-dominios se
denominan "regiones hipervariables" o "regiones determinantes de la complementariedad" (CDRs). Las CDRs
contienen la mayoria de los residuos responsables de las interacciones especificas del anticuerpo con el antigeno y,
por lo tanto, contribuyen en la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: son los principales determinantes de
la especificidad del antigeno.

Los limites y las longitudes de la definicién exacta de CDR estan sujetos a diferentes sistemas de clasificacion y
numeracién. Por lo tanto, Kabat, Chothia, contacto o cualquier otra definicién de limites pueden hacer referencia a las
CDRs, incluyendo el sistema de numeracion descrito en esta memoria. A pesar de los diferentes limites, cada uno de
estos sistemas tiene cierto grado de solapamiento en lo que constituye las denominadas "regiones hipervariables”
dentro de las secuencias variables. Por tanto, las definiciones de CDR de acuerdo con estos sistemas pueden diferir
en longitud y areas limites con respecto a la region de marco adyacente. Véase, por ejemplo, Kabat (un enfoque
basado en la variabilidad de secuencia entre especies), Chothia (un enfoque basado en estudios cristalograficos de
complejos antigeno-anticuerpo) y/o MacCallum (Kabat et al., loc. cit.; Chothia et al., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901-917;
y MacCallum et al., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732). Aln otro patrén mas para caracterizar el sitio de uniéon al antigeno es
la definicion de AbM utilizada por el software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Véase, p. ej.,
Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody Variable Domains. En: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.:
Duebel, S. y Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg). En la medida en que dos técnicas de identificacién de
residuos definan regiones de solapamiento, pero no regiones idénticas, se pueden combinar para definir una CDR
hibrida. Sin embargo, se prefiere la numeracién de acuerdo con el denominado sistema Kabat.

Tipicamente, las CDRs forman una estructura de bucle que se puede clasificar como estructura canénica. La expresion
"estructura canénica" se refiere a la conformacién de la cadena principal que es adoptada por los bucles de union a
antigeno (CDR). A partir de estudios estructurales comparativos, se ha descubierto que cinco de los seis bucles de
unién a antigeno tienen solo un repertorio limitado de conformaciones disponibles. Cada una de las estructuras
canoénicas puede caracterizarse por los angulos de torsion de la cadena principal polipeptidica. Los bucles
correspondientes entre anticuerpos pueden, por lo tanto, tener estructuras tridimensionales muy similares, a pesar de
la alta variabilidad de la secuencia de aminoacidos en la mayor parte de los bucles (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 1987,
196: 901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877; Martin y Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263: 800). Ademas, existe una
relacién entre la estructura de bucle adoptada y las secuencias de aminoacidos que la rodean. La conformacién de
una base canonica particular se determina por la longitud del bucle y los residuos de aminoacidos que residen en
posiciones clave dentro del bucle, asi como dentro de la regién estructural conservada (es decir, fuera de del bucle).
Por lo tanto, la asignaciéon a una clase canénica particular se puede realizar en funcién de la presencia de estos
residuos de aminoacidos clave.

La expresion "estructura canodnica" también puede incluir consideraciones en cuanto a la secuencia lineal del
anticuerpo, por ejemplo, seglin se cataloga por Kabat (Kabat et al., loc. cit.). El esquema (sistema) de numeracion de
Kabat es un patron ampliamente adoptado para numerar los residuos de aminoacidos de un dominio variable de
anticuerpo de una manera consistente y es el esquema preferido aplicado en la presente invencidon como también se
menciona en otra parte de esta memoria. También se pueden utilizar consideraciones estructurales adicionales para
determinar la estructura canénica de un anticuerpo. Por ejemplo, aquellas diferencias no completamente reflejadas
por la numeracion de Kabat se pueden describir por el sistema de numeracién de Chothia et al. y/o revelar por otras
técnicas, por ejemplo, cristalografia y modelado computaciones bi- o tridimensional. Por consiguiente, una secuencia
de anticuerpo dada puede colocarse en una clase canénica que permite, entre otras cosas, identificar secuencias de
chasis apropiadas (p. €j., basandose en el deseo de incluir una diversidad de estructuras canénicas en una coleccion).
Se describe en la bibliografia la numeracion de Kabat de secuencias de amino&cidos de anticuerpos y consideraciones
estructurales como se describe por Chothia et al., loc. cit. y sus implicaciones para interpretar aspectos canénicos de
la estructura de anticuerpos. Las estructuras de subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes
clases de inmunoglobulinas son bien conocidas en la técnica. Para una revision de la estructura del anticuerpo, véase
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al., 1988.

La CDR3 de la cadena ligera y, en particular, la CDRS3 de la cadena pesada pueden constituir los determinantes mas
importantes en la unién del antigeno dentro de las regiones variables de la cadena ligera y pesada. En algunas
construcciones de anticuerpos, la CDR3 de la cadena pesada parece constituir el area principal de contacto entre el
antigeno y el anticuerpo. Pueden utilizarse esquemas de seleccién in vitro en los que se varia CDR3 solo para variar
las propiedades de union de un anticuerpo o determinar qué residuos contribuyen a la unién de un antigeno. Por lo
tanto, la CDRS3 es tipicamente la mayor fuente de diversidad molecular dentro del sitio de unién del anticuerpo. H3,
por ejemplo, puede ser tan corto como dos residuos de aminoacidos o mas de 26 aminoacidos.
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Region estructural y regiones constantes

Las porciones mas conservadas (es decir, no hipervariables) de los dominios variables se denominan las regiones
"estructurales" (FRM) y proporcionan un armazén para las seis CDRs en el espacio tridimensional para formar una
superficie de unién al antigeno. Los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas que se producen de forma
natural comprenden cada uno cuatro regiones FRM (FR1, FR2, FR3 y FR4), que adoptan en gran medida una
configuracién de lamina B, conectadas por tres regiones hipervariables, que forman bucles que se conectan y, en
algunos casos, forman parte de la estructura de la lamina B. Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen
juntas en estrecha proximidad por las FRM vy, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la
formacion del sitio de unién al antigeno (véase Kabat et al., loc. cit.). Los dominios constantes no estan directamente
implicados en la union al antigeno, pero exhiben diversas funciones efectoras, tales como, por ejemplo, citotoxicidad
mediada por células y dependiente de anticuerpos y activaciéon del complemento.

Especificidad de unién
Construcciones de anticuerpo biespecifico

Como se ha explicado previamente, se prevé particularmente que la construccion de anticuerpo comprendida dentro
de la composicion farmacéutica de la invenciéon es una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico. El
término "biespecifico", como se usa en el presente documento, se refiere a una construccion de anticuerpo que es "al
menos biespecifica", es decir, comprende al menos un primer dominio de unién y un segundo dominio de unién, en
donde el primer dominio de unién se une a un antigeno o diana, y el segundo dominio de unién se une a otro antigeno
o diana. Por consiguiente, las construcciones de anticuerpo englobadas por el término comprenden especificidades
por al menos dos antigenos o dianas diferentes. Por lo tanto, el término "construccion de anticuerpo biespecifico”
también engloba construcciones de anticuerpo multiespecifico, tales como construcciones de anticuerpo triespecifico,
incluyendo las Ultimas tres dominios de unién, o construcciones que tienen mas de tres (por ejemplo, cuatro, cinco...)
especificidades. Dado que las construcciones de anticuerpo son (al menos) biespecificas, no ocurren naturalmente y
no son notablemente diferentes de los productos que existen de forma natural. Por lo tanto, una construccion de
anticuerpo "biespecifico” es un hibrido de anticuerpo artificial o inmunoglobulina que tiene al menos dos sitios de uniéon
distintos con diferentes especificidades. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante una variedad de
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, por conjugaciéon quimica de dos anticuerpos monoclonales (mAb)
purificados diferentes o fragmentos de anticuerpos o fusionando dos hibridomas, dando como resultado una estirpe
celular de cuadroma que produce, entre otros, moléculas de IgG biespecificas (véase Kontermann y Brinkmann, Drug
Discov Today. 2015 Jul;20(7):838-47 para una revision).

Dianas

Como se ha explicado previamente, la composicion farmacéutica de la invencién comprende una construccién de
anticuerpo monocatenario biespecifico que se une a un antigeno de superficie celular diana a través de un primer
dominio de unién CD33 o CD19 y al antigeno de superficie de linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de
unién.

Los términos "se une (especificamente) a", "reconoce (especificamente)”, "se dirige (especificamente) a" y "reacciona
(especificamente) con" significan segln la presente invencién que un dominio de unién interactia o interactia
especificamente con uno o mas, preferentemente al menos dos, mas preferentemente al menos tres y lo mas
preferentemente al menos cuatro aminoacidos de un epitopo situados en la proteina diana o antigeno.

El término "epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno al que se une especificamente un dominio de unién, tal como
un anticuerpo o inmunoglobulina o derivado o fragmento de un anticuerpo o de una inmunoglobulina. Un "epitopo" es
antigénico y, por lo tanto, al término epitopo se le alude a veces también en esta memoria como "estructura antigénica"
o0 "determinante antigénico". Por lo tanto, el dominio de union es un "sitio de interaccion con el antigeno". También se
entiende que dicha unién/interaccion define un "reconocimiento especifico". Los "epitopos” se pueden formar tanto por
aminoacidos contiguos (epitopo lineal) como aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una
proteina (epitopo conformacional). Los epitopos lineales incluyen normalmente al menos 3 o al menos 4, y mas
normalmente, al menos 5 0 al menos 6 o al menos 7, por ejemplo, aproximadamente 8 a aproximadamente 10
aminoacidos en una secuencia Unica. Un epitopo conformacional comprende normalmente un aumento del nimero
de aminoacidos con respecto a un epitopo lineal. Métodos para determinar la conformacién de epitopos incluyen, pero
no se limitan a, cristalografia de rayos X, espectroscopia de resonancia magnética nuclear bidimensional (2D-RMN) y
espectroscopia de marcacion de espin dirigida al sitio y resonancia paramagnética electrénica (EPR).

La interaccion entre el dominio de unién y el epitopo o grupos de epitopos implica que un dominio de unién presenta
afinidad apreciable por el epitopo o grupos de epitopos en una proteina o antigeno particular y, en general, no presenta
reactividad significativa con proteinas o antigenos no diana. "Afinidad apreciable” incluye la union con una afinidad de
aproximadamente 10 M (KD) o mayor. Preferentemente, la union se considera especifica cuando la afinidad de unién
es aproximadamente 1022108 M, 1022 10° M, 1022101 M, 10" a 108 M, preferentemente de aproximadamente
10" a 10 M. Preferentemente, un dominio de unién de la invencion no se une esencialmente o sustancialmente a
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proteinas o antigenos distintos de sus proteinas o antigenos diana (es decir, el primer dominio de unién y el segundo
dominio de unién no son capaces de unirse a proteinas distintas de su proteina diana respectiva).

El término "no se une esencialmente / sustancialmente” o "no es capaz de unirse" significa que un dominio de union
de la presente invencién no se une a proteina o antigeno distinto de su proteina o antigeno diana, es decir, no muestra
reactividad superior al 30 %, preferentemente no mas del 20 %, mas preferentemente no mas del 10 %,
particularmente preferentemente no mas del 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 % con proteinas o antigenos distintos de su
proteina o antigeno diana, por lo cual se establece que la unién a su proteina o antigeno diana respectivo es del 100 %.

Como se ha explicado en el presente documento, se prevé que la construccion de anticuerpo monocatenario
biespecifico comprenda un primer dominio de unién capaz de unirse a un antigeno de superficie celular diana y un
segundo dominio de unién capaz de unirse al antigeno de superficie de linfocitos T CD3. Se prevé en particular que la
construccion de anticuerpo, los dominios de unién y en particular el segundo dominio de unién (que se une a CD3
humano sobre la superficie de un linfocito T) tenga el siguiente formato: Los pares de regiones VH y VL estan en el
formato de un anticuerpo de cadena sencilla (scFv). Las regiones VH y VL estan dispuestas en el orden VH-VL o VL-
VH. Se prefiere que la region VH esté situada en el extremo N de una secuencia de enlazador y que la regién VL esté
situada en el extremo C de la secuencia de enlazador.

El segundo dominio de uniéon de la construccién de anticuerpo comprendida dentro de la composicién farmacéutica de
la invencién es capaz de unirse al antigeno de superficie de linfocitos T CD3. Las células T o linfocitos T son un tipo
de linfocito (en si mismo un tipo de gldébulo blanco) que juegan un papel central en la inmunidad mediada por células.
Existen subconjuntos de células T, cada uno con una funcion distinta. Las células T se pueden distinguir de otros
linfocitos, tales como células B y células NK, por la presencia de un receptor de células T (TCR, por sus siglas en
inglés) en la superficie celular. El TCR es el responsable de reconocer antigenos unidos a las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) y esta compuesto por dos cadenas de proteinas diferentes. En el 95 % de las
células T, el TCR consiste en una cadena alfa (a) y una cadena beta (f). Cuando el TCR interacttia con el péptido
antigénico y el MHC (complejo péptido / MHC), el linfocito T se activa a través de una serie de eventos bioquimicos
mediados por enzimas asociadas, co-receptores, moléculas adaptadoras especializadas y factores de transcripcion
activados o liberados.

El complejo del receptor CD3 es un complejo proteico y estd compuesto por cuatro cadenas. En los mamiferos, el
complejo contiene una cadena CD3y (gamma), una cadena CD30 (delta) y dos cadenas CD3¢ (épsilon). Estas cadenas
se asocian con el receptor de linfocitos T (TCR) y la denominada cadena ¢ (zeta) para formar el complejo receptor de
linfocitos T CD3 y generar una sefial de activacion en los linfocitos T. Las cadenas CD3y (gamma), CD30 (delta) y
CD3e (épsilon) son proteinas de la superficie celular muy relacionadas de la superfamilia de inmunoglobulinas que
contienen un Unico dominio de inmunoglobulina extracelular. Las colas intracelulares de las moléculas de CD3
contienen un Gnico motivo conservado, conocido como un motivo de activaciéon de inmunorreceptor basado en tirosina
o ITAM para abreviar, que es esencial para la capacidad de sefializacién del TCR. La molécula de CD3 épsilon es un
polipéptido que en seres humanos esta codificada por el gen CD3E que reside en el cromosoma 11.

El segundo dominio de unién de la construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico comprendida dentro de la
composicién farmacéutica de la invencion es capaz de unirse a un antigeno de superficie celular diana. Dicho antigeno
de superficie celular diana puede ser, en general, cualquier antigeno que pueda ser reconocido por y se una al segundo
dominio de unién. Se prevé que la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico forme un enlace entre
linfocitos T y células diana uniéndose tanto a CD3 como al antigeno de superficie celular diana. Asi, se cree que la
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico recluta linfocitos T a células diana, y preferentemente para
hacer que los linfocitos T ejerzan actividad citotoxica sobre células diana produciendo proteinas pro-apoptésicas como
perforina y granzimas, provocando asi a la célula diana. Por lo tanto, la célula diana sera normalmente una célula
prevista como una diana para la citotoxicidad mediada por linfocitos Ty, por tanto, citélisis. Por ejemplo, la célula diana
puede ser una célula tumoral, tal como un blastocito maligno. Por lo tanto, el antigeno de superficie celular se puede
seleccionar de CD33, CD19, FAPalfa, MSLN, FLT3 o BCMA. Se prevé particularmente que CD33 sea una diana para
el primer dominio de union de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico de la invencién.

Construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico especificas de la presente invenciéon incluyen AMG 103
(que comprende un primer dominio de unién que reconoce CD19), AMG 330 (que comprende un primer dominio de
unién que reconoce CD33) y como aspectos de la divulgacion un HLE especifico de CD33 BiTE, un HLE especifico
de FLT3 BIiTE y un HLE especifico de BCMA BiTE como se evalla en los Ejemplos adjuntos.

Como un aspecto de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos del primer dominio de union de la construccion
monocatenaria biespecifica se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID 99, 109, 119, 128, 137,146, 155,
164, 173, 183, 185 y 187 y la secuencia de aminoacidos del segundo dominio de union de la construccion
monocatenaria biespecifica se puede n seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9, 18, 27, 36, 45, 54, 63,
72,811,179y 90.
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Por lo tanto, las construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico incluyen construcciones que comprenden o
que consisten en el polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se representa en una SEQ ID NO
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:100, y SEQ ID NO:174.

Enlazadores peptidicos

Los al menos dos dominios de unién y los dominios variables de la construccion de anticuerpo de la presente invencién
pueden comprender o no enlazadores peptidicos (péptidos espaciadores). La expresion "enlazador de péptidos" define
de acuerdo con la presente invencién una secuencia de aminoacidos mediante la cual las secuencias de aminoacidos
de un dominio (variable y/o de unién) y otro dominio (variable y/o de unién) de la construccion de anticuerpo de la
invencion estan enlazados entre si. Una caracteristica técnica esencial de dicho enlazador peptidico es que dicho
enlazador peptidico no comprende actividad de polimerizacién. Entre los enlazadores peptidicos adecuados se
encuentran los descritos en las Patentes de EE.UU. 4.751.180 y 4.935.233 o el documento WO 88/09344.

En el caso de que se utilice un enlazador, este enlazador es preferiblemente de una longitud y secuencia suficientes
para asegurar que cada uno de los dominios primero y segundo puedan, independientemente uno de otro, conservar
sus especificidades de unién diferenciales. Para enlazadores peptidicos que conectan los al menos dos dominios de
union en la construccion de anticuerpo (o dos dominios variables), los enlazadores peptidicos pueden comprender
solo algun nimero de residuos de aminoacidos, por ejemplo 12 residuos de aminoacidos 0 menos, tales como 11, 10,
9, 8,7, 6 0 5 residuos de aminoacidos. Un enlazador peptidico previsto con menos de 5 aminoacidos comprende 4, 3,
2 o un aminodcido(s) y pueden ser rico en Gly, es decir, puede consistir en el aminoacido individual Gly. Otro enlazador
peptidico Util se caracteriza por la secuencia de aminoacidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 178), es decir, Gly4Ser,
o polimeros del mismo, es decir, (Gly4Ser)x, donde x es un nimero entero de 1 o mayor. Preferentemente, se prefieren
los enlazadores peptidicos que no promueven estructuras secundarias. Se conocen bien en la técnica los métodos de
preparacién de construcciones monocatenarias biespecificas fusionadas y operativamente enlazadas y que los
expresan en células de mamifero o bacterias (por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
4.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2012).

Derivados

El término "construccién de anticuerpo" también engloba derivados. El término "derivado" se refiere, en general, a una
construccion de anticuerpo que se ha modificado covalentemente para introducir una funcionalidad adicional.
Modificaciones covalentes de las construcciones de anticuerpo se pueden introducir postraduccionalmente haciendo
reaccionar residuos de aminoacidos especificos de la molécula con un agente derivatizante organico que es capaz de
reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos N- o carboxiterminales. La derivatizacion de
construcciones de anticuerpo se puede usar para unir agentes terapéuticos o de diagnéstico, marcas, grupos que
prolongan la semivida en suero de la molécula, o insercién de aminoacidos no naturales. Las modificaciones quimicas
comunmente aplicadas incluyen lo siguiente:

Los residuos de cisteinilo se hacen reaccionar mas cominmente con a-haloacetatos (y aminas correspondientes),
tales como acido cloroacético o cloroacetamida, para dar derivados de carboximetilo o carboxiamidometilo. Residuos
de cisteinilo también se derivatizan por reaccién con bromotrifluoroacetona, acido a-bromo-§-(5-imidozoil)propiénico,
fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo, 2-piridil disulfuro de metilo, p-
cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Residuos de histidilo se derivatizan por reaccion con pirocarbonato de dietilo a pH 5,5-7,0, ya que este agente es
relativamente especifico para la cadena lateral de histidilo. También es Gtil bromuro de parabromofenacilo; la reaccién
se realiza preferiblemente en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 6,0. Residuos lisinilo y amino terminales se hacen
reaccionar con anhidridos succinicos u otros anhidridos de acido carboxilico. La derivatizacion con estos agentes tiene
el efecto de invertir la carga de los residuos de lisinilo. Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que
contienen alfa-amino incluyen imidoésteres, tales como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal;
cloroborohidruro; &cido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y reaccién catalizada por
transaminasas con glioxilato.

Residuos de arginilo se modifican por reaccion con uno o varios reactivos convencionales, entre ellos fenilglioxal, 2,3-
butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacién de residuos de arginina requiere que la reaccién se
realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional guanidina. Ademas, estos reactivos pueden
reaccionar con los grupos de lisina, asi como con el grupo épsilon-amino de la arginina.

La modificacion especifica de residuos de tirosilo se puede realizar, con particular interés, en la introduccién de
marcadores espectrales en residuos de tirosilo mediante reaccion con compuestos aromaticos de diazonio o
tetranitrometano. Mas cominmente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies de O-acetil
tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente. Residuos de tirosilo se yodan utilizando 25| o '3'| para preparar proteinas
marcadas para uso en radioinmunoensayo, siendo adecuado el método de cloramina T arriba descrito.
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Grupos laterales de carboxilo (aspartilo o glutamilo) se modifican selectivamente por reaccion con carbodiimidas (R'-
N=C=N--R'), donde R and R' son grupos alquilo opcionalmente diferentes, tales como 1-ciclohexilo-3-(2-morfolinil-4-
etil) carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetillpentil)carbodiimida. Ademas, los residuos de aspartilo y glutamilo se
convierten en residuos de asparaginilo y glutaminilo por reaccién con iones amonio.

La derivatizacién con agentes bifuncionales es Util para reticular las construcciones de anticuerpos de la presente
invencién con una matriz o superficie de soporte insoluble en agua para uso en una diversidad de métodos. Agentes
de reticulacion cominmente utilizados incluyen, p. gj., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo los
ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3' -ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano. Agentes derivatizantes tales como 3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato de metilo producen
compuestos intermedios fotoactivables que son capaces de formar reticulaciones en presencia de Iluz.
Alternativamente, matrices insolubles en agua reactivas, tales como hidratos de carbono activados por bromuro de
cianégeno y los sustratos reactivos descritas en las patentes de EE. UU. N° 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128;
4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440 se emplean para la inmovilizacion de proteinas.

Residuos de glutaminilo y asparaginilo se desamidan con frecuencia a los correspondientes residuos de glutamilo y
aspartilo, respectivamente. Alternativamente, estos residuos se desamidan en condiciones ligeramente acidas.
Cualquier forma de estos residuos cae dentro del alcance de esta invencion.

Otras modificaciones incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, la fosforilaciéon de grupos hidroxilo de residuos serilo
o treonilo, la metilacién de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina (T.E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pp. 79-86), la acetilacion de
la amina N-terminal y la amidacién de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

Glucosilacion y desglucosilacion

Otro tipo de modificacion covalente de las construcciones de anticuerpos incluidas dentro del alcance de esta invencion
comprende alterar el patrén de glicosilacién de la proteina. Como se conoce en la técnica, los patrones de glucosilacion
pueden dependen de tanto la secuencia de la proteina (por ejemplo, la presencia o ausencia de residuos de
aminoacidos de glucosilacion particular, tratados mas adelante), como la célula hospedadora u organismo en el que
la proteina se produce. Sistemas de expresion particulares se comentan mas adelante.

La glicosilacion de polipéptidos esta tipicamente enlazada a N o0 a O. Enlazada a N se refiere a la fijacion del resto
hidrato de carbono a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina
y asparagina-X-treonina, en que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la fijaciéon enzimatica del resto de hidrato de carbono a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia
de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio de glicosilaciéon potencial. La
glicosilacion enlazada a O se refiere a la fijacién de uno de los azicares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa, a
un hidroxiaminoacido, lo mas cominmente serina o treonina, aunque también se puede utilizar 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicién de sitios de glicosilacion a la construccion de anticuerpo se logra convenientemente alterando la secuencia
de aminoacidos de manera que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos arriba descritas (para los sitios
de glicosilacion enlazados a N). La alteracién también puede realizarse mediante la adicion o sustitucion de uno o mas
residuos de serina o treonina a la secuencia de partida (para los sitios de glicosilacion enlazados a O). Para mayor
facilidad, la secuencia de aminoacidos de una construccion de anticuerpo se altera preferiblemente mediante cambios
al nivel de ADN, particularmente mutando el ADN que codifica el polipéptido en bases preseleccionadas de modo que
se generen codones que se traduciran en los aminoacidos deseados.

Otro medio de aumentar el nimero de restos de hidratos de carbono en la construccién del anticuerpo es mediante el
acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos a la proteina. Estos procedimientos son ventajosos porque no
requieren la produccién de la proteina en una célula huésped que tiene capacidades de glicosilacién para la
glicosilacion enlazada a N y O. Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, el o los azlicares pueden unirse a
(a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina, (d) grupos
hidroxilo libres tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos tales como los de fenilalanina,
tirosina o triptéfano, o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en el documento WO 87/05330 y
en Aplin y Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306.

La eliminacién de restos de hidratos de carbono presentes en la construccion del anticuerpo de partida se puede
realizar de forma quimica o enzimatica. La desglicosilacién quimica requiere la exposicién de la proteina al compuesto
acido trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Este tratamiento da como resultado la escision de la
mayoria o de todos los azlcares excepto el azlcar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras
que deja intacto el polipéptido. La desglicosilacién quimica esta descrita por Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem.
Biophys. 259:52 y por Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118:131. La escision enzimatica de restos de hidratos de
carbono en polipéptidos se puede lograr mediante el uso de una diversidad de endo- y exo-glicosidasas tal como se
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describe por Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. La glicosilacion en los sitios potenciales de glicosilacion
puede evitarse mediante el uso del compuesto tunicamicina como se describe por Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:3105. La tunicamicina bloguea la formacion de enlaces proteina-N-glicosido.

Polimeros no proteinaceos

Otras modificaciones de la construccion de anticuerpo se contemplan en el presente documento. Por ejemplo, otro
tipo de modificacion covalente de la construccion de anticuerpo comprende enlazar la construccion de anticuerpo a
diversos polimeros no proteinaceos, que incluyen, pero no se limitan a, diversos polioles, tales como diversos polioles,
tales como polietilenglicol (PEGilacion), polipropilenglicol, polioxialquilenos o copolimeros de polietilenglicol y
polipropilenglicol, o de hidratos de carbono, tales como hidroxietil almidon (por ejemplo, HESilation®) o 4cido polisialico
(por ejemplo, tecnologia PolyXen®). Ademas, como se conoce en la técnica, se pueden realizar sustituciones de
aminoacidos en diversas posiciones dentro de la construccion del anticuerpo, p. €j., con el fin de facilitar la adicion de
polimeros tales como PEG.

Marcadores

En algunas realizaciones, la modificacion covalente de las construcciones de anticuerpos de la invencién comprende
la adicion de uno o mas marcadores. El grupo de marcaje se puede acoplar a la construccion de anticuerpo via brazos
espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. Se conocen en la técnica diversos
métodos para marcar proteinas y se pueden utilizar para realizar la presente invencién. El término "marcador” o "grupo
de marcaje” se refiere a cualquier marcador detectable. En general, los marcadores se clasifican en una diversidad de
clases, dependiendo del ensayo en el que se han de detectar - los siguientes ejemplos incluyen, pero no se limitan a:

a) marcadores isotopicos, que pueden ser isOtopos radiactivos o pesados, tales como radioisétopos o
radiontclidos (por ejemplo, 3H, 14C, 15N, 355, 897y, 0y 99Tg 111|n 125 131))

b) marcadores magnéticos (p. €/., particulas magnéticas)
c) restos activos redox

d) colorante 6ptico (que incluye, pero no se limita a, cromoéforos, fésforos y fluoréforos), tales como grupos
fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fosforos de lantanidos), grupos quimioluminiscentes y fluoréforos
que pueden ser o fluoros de "molécula pequefia” o fluoros proteinaceos

€) grupos enzimaticos (p. e/., peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina)
f) grupos biotinilados

g) epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por un informador secundario (p. ej., secuencias de
pares de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales,
etiquetas de epitopo, etc.)

Por "marca fluorescente" se indica cualquier molécula que se puede detectar por sus propiedades fluorescentes
inherentes. Marcadores fluorescentes adecuados incluyen, pero no se limitan a fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metilcumarinas, pireno, verde malacita, estilbeno, amarillo lucifer,
azul cascada, rojo Texas, IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, LC Rojo 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705, verde Oregén, los
colorantes Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, Alexa
Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680), Azul Cascada, Amarillo Cascada y R-ficoeritrina (PE)
(Molecular Probes, Eugene, OR), FITC, Rodamina y Rojo Texas (Pierce, Rockford, IL), Cy5, Cy5. 5, Cy7 (Amersham
Life Science, Pittsburgh, PA). Colorantes 6pticos adecuados, incluyendo los fluoroforos, se describen en Molecular
Probes Handbook de Richard P. Haugland.

Marcadores fluorescentes proteicos adecuados también incluyen, pero no se limitan a proteina fluorescente verde,
que incluye una especie de GFP Renilla, Ptilosarcus o Aequorea (Chalfie et al., 1994, Science 263: 802-805), EGFP
(Clontech Laboratories, Inc., Namero de Acceso de Genbank U55762), proteina fluorescente azul (BFP, Quantum
Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 82 planta, Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998,
Biotechniques 24:462-471; Heim et al. al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), proteina fluorescente amarilla potenciada
(EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luciferasa (Ichiki et al., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), B galactosidasa (Nolan
et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-2607) y Renilla (W092/15673, W095/07463, W098/14605,
W098/26277, W0O99/49019, patentes de EE. UU. n.? 5292658, 5418155, 5683888, 5741668, 5777079, 5804387,
5874304, 5876995, 5925558).

Los dominios de cremallera de leucina son péptidos que fomentan la oligomerizacién de las proteinas en las que se

encuentran. Las cremalleras de leucina se identificaron originalmente en varias proteinas de unién al ADN (Landschulz
et al., 1988, Science 240:1759), y desde entonces se han encontrado en una diversidad de proteinas diferentes. Entre
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las cremalleras de leucina conocidas se encuentran péptidos que se producen de forma natural y derivados de los
mismos que dimerizan o trimerizan. En la solicitud PCT WO 94/10308 se describen ejemplos de dominios de
cremallera de leucina adecuados para producir proteinas oligoméricas solubles, y la cremallera de leucina derivada
de la proteina tensioactiva pulmonar D (SPD) descrita en Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191. El uso de una
cremallera de leucina modificada que permite la trimerizacion estable de una proteina heter6loga condensada a la
misma se describe en Fanslow et al., 1994, Semin. Immunol. 6:267- 78. En un enfoque, las proteinas de fusién
recombinantes que comprenden el fragmento o derivado del anticuerpo CDH19 condensado con un péptido de
cremallera de leucina se expresan en células huésped adecuadas, y los fragmentos o derivados del anticuerpo CDH19
oligomérico soluble que se forman se recuperan del sobrenadante del cultivo.

La construccién de anticuerpo también puede comprenden péptidos o dominios adicional, que son, por ejemplo, Utiles
en el aislamiento de la molécula o se refieren a un perfil farmacocinético adaptado de la molécula. Dominios de ayuda
para el aislamiento de una construccion de anticuerpo pueden seleccionarse de motivos peptidicos o restos
introducidos de forma secundaria, que pueden capturarse en un método de aislamiento, p. ej., una columna de
aislamiento. Realizaciones no limitantes de dominios adicionales de este tipo comprenden motivos peptidicos
conocidos como etiqueta Myc, etiqueta HAT, etiqueta HA, etiqueta TAP, etiqueta GST, dominio de unién a quitina
(etiqueta CBD), proteina de unién a maltosa (etiqueta MBP), etiqueta Flag, etiqueta Strep y variantes de las mismas
(p. €j., etiqueta Strepll) y etiqueta His. Los dominios de etiqueta His se conocen, en general, como una repeticion de
residuos de His conservativos en la secuencia de aminoacidos de una molécula, preferentemente de seis residuos
His. Los dominios o péptidos Utiles para prolongar la semivida en suero (es decir, el tiempo donde el 50 % de un
farmaco administrado se elimina a través de procesos bioldgicos, por ejemplo, metabolismo, excrecién, etc.) de las
construcciones de anticuerpo incluyen los capaces de unirse a otras proteinas con un perfil farmacocinético preferido
en el cuerpo humano, tal como albimina de suero (por ejemplo, el péptido AB156) o la regién constante de
inmunoglobulinas (dominios Fc o variantes de los mismos).

Se prevé que la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico esté presentes en la composicién farmacéutica
de la invencién en una concentracién de hasta aproximadamente 5 mg/ml, es decir, aproximadamente 4,0 mg/ml, 3,0
mg/ml, 2,0 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml o 0,1 mg/ml. Preferentemente, la construccién de anticuerpo
monocatenario biespecifico esta presente en la composicion farmacéutica en una concentracion entre 0,1 y 5 mg/ml,
preferentemente de 0,2-2,5 mg/ml, mas preferentemente de 0,25-1,0 mg/ml.

Ciclodextrinas

Ademas de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico y el tampén, la composicién farmacéutica de la
presente invencion comprende ademas sal de sodio de sulfobutiléter-B-ciclodextrina como B-ciclodextrina. En general,
el término "ciclodextrina" o "CD" se refiere a un oligosacarido ciclico compuesto de al menos 6 o mas unidades de a-
D-glucopiranosido unidas 1—4. La estructura unitaria de las ciclodextrinas se caracteriza por una cavidad hidrofoba
con grupos éter en el interior y un exterior polar que se caracteriza por grupos hidroxilo primarios. Muchas
ciclodextrinas se conocen en la técnica, que incluyen ciclodextrinas de 6 miembros (a-ciclodextrinas), 7-miembros ($-
ciclodextrinas) y 8-miembros (y-ciclodextrinas). Las B-ciclodextrinas que comprenden 7 unidades de a-D-
glucopiranésido son componentes particularmente preferidos de la composicion farmacéutica de la invencion, ya que
se ha mostrado que son capaces de estabilizar eficazmente las construcciones de anticuerpo monocatenario
biespecifico en diversas condiciones de estrés.

El término “ciclodextrina" (y en particular "B-ciclodextrina") también engloba derivados de (B-)ciclodextrina
quimicamente modificados. En general, cualquier modificacién quimica es concebible, en tanto que no reduzca ni
suprima las propiedades ventajosas de la composicion farmacéutica como se demuestra en los ejemplos adjuntos, y
en particular en tanto que las composiciones farmacéuticas retengan su estabilidad. Los derivados de ciclodextrina
quimicamente modificada resultan normalmente de la eterificacion o introduccién de otros grupos funcionales en los
grupos hidroxilo 2, 3 y 6 de los residuos de glucosa. Por lo tanto, el término incluye ciclodextrinas que comprenden
una o mas sustituciones de los grupos hidroxilo, por ejemplo, ciclodextrinas alquiladas e hidroxialquiladas.

Con el fin de la invencién, el término "ciclodextrina" también incluye sal(es) farmacéuticamente aceptable(s) de la
misma. La expresion "sal(es) farmacéuticamente aceptable(s)", como se usa en el presente documento, significa las
sales de ciclodextrinas que son seguras y eficaces para la administracion. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las formadas con aniones, tales como las derivadas de acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico,
etc., y las formadas con cationes, tales como las derivadas de hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, férricos,
isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, etc. Por supuesto, cualquier contraién usado en los
productos farmacéuticos se debe considerar seguro, y existen varias listas de contraiones farmacéuticamente
autorizados, que varian dependiendo de la fuente. Los formadores de sales autorizados se pueden encontrar, por
ejemplo, en el Handbook of Pharmaceutical Salts (Stahl PH, Wermuth CG, editores. 2002. Handbook of pharmaceutical
salts: Properties, selection and use. Weinheim/Zurich: Wiley-VCH/VHCA).

Como un aspecto de la divulgacion, la composicion farmacéutica comprende una B-ciclodextrina, particularmente una

seleccionada del grupo que consiste en B-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina, hidroxietil-B-ciclodextrina, hidroxipropil-
B-ciclodextrina, etil-B-ciclodextrina, butil-B-ciclodextrina, succinil-(2-hidroxipropil}-B-ciclodextrina, heptaquis(2,3,6-tri-
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O-metil)-B-ciclodextrina, heptaquis(2,3,6-tri-O-benzoil)-p-ciclodextrina, sal de sodio de fosfato de B-ciclodextrina, sal
de sodio de sulfato de B-ciclodextrina, triacetil-B-ciclodextrina, sal de heptasodio de heptaquis(6-O-sulfo)-p-
ciclodextrina, sal de sodio de carboximetil-p-ciclodextrina, sal de sodio de sulfobutiléter-p-ciclodextrina y 6-O-p-
toluenosulfonil-p-ciclodextrina. En particular, la B-ciclodextrina puede ser sal de sodio de sulfobutiléter-p-ciclodextrina
("SBE-B-CD"), hidroxipropil-B-ciclodextrina ("HP-B-CD").

La B-ciclodextrina puede estar presente en la composicion farmacéutica en una concentracion en el intervalo del 0,1 %
al 20 % (p/v), preferentemente del 0,5 % al 2 % (p/v) y mas preferentemente del 0,8 % al 1,5 % (p/v). Se prevé en
particular que la concentracién de B-ciclodextrina quimicamente no modificada sea aproximadamente del 1,8 % (p/v)
0 menos, tal como aproximadamente del 1,6 % (p/v), aproximadamente del 1,5 % (p/v), aproximadamente del 1.4 %
(p/v), aproximadamente del 1,3 % (p/v), aproximadamente del 1.2 % (p/v), aproximadamente del 1,1 % (p/v),
aproximadamente del 1,0 % (p/v), aproximadamente del 0,9 % (p/v), aproximadamente del 0,8 % (p/v), 0 menos, hasta
una concentracion de aproximadamente 0,1 % (p/v).

Tampon

La composicion farmacéutica de la invencién comprende ademas un tampén, que se puede seleccionar del grupo que
consiste en fosfato de potasio, acido acético/acetato soédico, acido citrico/citrato sédico, acido succinico/succinato
sodico, acido tartarico/tartrato sédico, histidina/HCI de histidina, glicina, Tris, glutamato, acetato y mezclas de los
mismos, y en particular de fosfato de potasio, acido citrico/citrato sédico, acido succinico, histidina, glutamato, acetato
y combinaciones de los mismos.

Concentraciones de tampén adecuadas engloban concentraciones de aproximadamente 200 mM o menos, tales como
aproximadamente 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 0 5 mM. El experto
sera facilmente capaz de ajustar las concentraciones de tampén para proporcionar estabilidad de la composicion
farmacéutica como se describe en el presente documento. Concentraciones de tampén previstas en la composicion
farmacéutica de la invencion oscilan especificamente desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 200 mM,
preferentemente desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 100 mM, y mas preferentemente desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 50 mM.

pH

La composicién farmacéutica segun la invencién puede tener un pH en el intervalo desde aproximadamente 4 hasta
aproximadamente 7,5, es decir, apHde 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7 0 7,5. Preferentemente, el pH esta en el intervalo desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 7,5, mas preferentemente desde aproximadamente 5,5 hasta
aproximadamente 7.5.

Composicion farmacéutica

Como se usa en el presente documento, el término "composicion farmacéutica" se refiere a una composicién que es
adecuada para administracién a un sujeto en necesidad de la misma. Los términos "sujeto” o "individuo" o "animal" o
"paciente” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a cualquier sujeto, particularmente un
sujeto mamifero, para el que se desea la administracion de la composicién farmacéutica de la invencion. Sujetos
mamiferos incluyen seres humanos, primates no humanos, perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones, caballos,
ganado vacuno, vacas y similares, prefiriéndose los seres humanos. La composicion farmacéutica de la presente
invencion es estable y farmacéuticamente aceptable, es decir, capaz de provocar el efecto terapéutico deseado sin
causar efectos locales o sistémicos no deseables en el sujeto al que se administra la composicién farmacéutica. Las
composiciones farmacéuticamente aceptables de la invencién pueden ser en particular estériles y/o
farmacéuticamente inertes. Especificamente, el término "farmacéuticamente aceptable" pueden significar autorizado
por una agencia reguladora u otra farmacopea, en general, reconocida para su uso en animales, y mas particularmente
en seres humanos.

La composiciéon farmacéutica de la invencién comprende una o una pluralidad de la(s) construccion (construcciones)
de anticuerpo monocatenario biespecifico descritas en el presente documento, preferentemente en una cantidad
terapéuticamente eficaz, sal de sodio de sulfobutiléter-B-ciclodextrina y un tampén. Por "cantidad terapéuticamente
eficaz" se indica una cantidad de dicha construccion que provoca el efecto terapéutico deseado. La eficacia terapéutica
y la toxicidad se pueden determinar por procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion) y DLso (la dosis letal
para el 50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y se
puede expresar como la relacién, DEso/DLso. Se prefieren, en general, las composiciones farmacéuticas que presentan
grandes indices terapéuticos.
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Excipientes

Ademas de la B-ciclodextrina y el tampén descritos previamente, la composicion farmacéutica puede comprender
opcionalmente uno o mas excipientes adicionales, en tanto que no reduzcan ni supriman sus propiedades ventajosas,
como se describen en el presente documento, y en particular su estabilidad.

Se pueden usar excipientes en la invencion para una amplia variedad de fines, tales como ajuste de propiedades
fisicas, quimicas o bioldgicas de formulaciones, tales como ajuste de la viscosidad, y o procesos de la invencién para
mejorar ademas la eficacia y o para estabilizar aliin mas dichas formulaciones y procesos contra la degradacion y el
desperdicio debido a, por ejemplo, estrés que ocurre durante la fabricacién, el envasado, el almacenamiento,
preparacioén preuso, administracion, y de aqui en adelante. El término "excipiente" incluye, en general, cargas,
aglutinantes, disgregantes, recubrimientos, sorbentes, antiadherentes, deslizantes, conservantes, antioxidantes,
aromatizantes, colorantes, edulcorantes, disolventes, codisolventes, agentes de tamponamiento, agentes quelantes,
agentes que confieren viscosidad, agentes tensioactivos, diluyentes, humectantes, vehiculos, diluyentes,
conservantes, emulsionantes, estabilizadores y modificadores de la tonicidad.

Los excipientes aceptables son preferentemente farmacéuticamente aceptables, es decir, no toxicos para los
receptores a las dosis y concentraciones empleadas.

Los excipientes a modo de ejemplo incluyen, sin limitacion:

s aminoacidos tales como glicina, alanina, glutamina, asparagina, treonina, prolina, 2-fenilalanina, incluyendo
aminoacidos cargados, preferiblemente lisina, acetato de lisina, arginina, glutamato y/o histidina;

s conservantes, que incluye antimicrobianos, tales como antibacterianos y antifingicos

s antioxidantes, tales como acido ascorbico, metionina, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio;

s tampones, sistemas tampoén y agentes tampén que se utilizan para mantener la composicién a un pH
fisioldgico o a un pH ligeramente mas bajo, tipicamente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5
a aproximadamente 8 0 9; ejemplos de tampones son borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros
acidos organicos, succinato, fosfato, histidina y acetato; por ejemplo, tampén Tris de aproximadamente pH
7,0-8,5, o tampdn acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5;

e disolventes no acuosos, tales como propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva
y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo;

e soportes acuosos que incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohoélicas/acuosas,
incluyendo medios salinos y tamponados;

s polimeros biodegradables tales como poliésteres;
e agentes espesantes, tales como manitol o glicina;
e agentes quelantes tales como &cido etilendiaminotetraacético (EDTA);
s agentes isoténicos y retardadores de la absorcion;

e agentes complejantes, tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-
ciclodextrina)

e cargas;
¢ monosacaridos; disacaridos; y otros hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa o dextrinas); los
hidratos de carbono pueden ser aziicares no reductores, preferiblemente trehalosa, sacarosa, octasulfato,

sorbitol o xilitol;

s proteinas (de bajo peso molecular), polipéptidos o soportes proteicos, tales como seroalbimina humana o
bovina, gelatina o inmunoglobulinas, preferiblemente de origen humano;

e agentes colorantes y aromatizantes;

s agentes reductores que contienen azufre, tales como glutation, acido tioctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol,
a-monotioglicerol y tiosulfato de sodio;

e agentes diluyentes;
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e agentes emulsionantes;
s polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidonay;
e contraiones formadores de sales tales como sodio;

e conservantes, tales como agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y
similares; ejemplos son: cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico,
metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o peréxido de hidrégeno);

s complejos metdlicos tales como complejos de Zn-proteina;
e disolventes y co-disolventes (tales como glicerol, propilenglicol o polietilenglicol);

e azucares y alcoholes de azicar, que incluyen polioles, trehalosa, sacarosa, octasulfato, manitol, sorbitol o
xilitol estaquiosa, manosa, sorbosa, xilosa, ribosa, mioinisitosa, galactosa, lactitol, ribitol, mioinisitol, galactitol,
glicerol, ciclitoles (por ejemplo, inositol), polietilenglicol; y alcoholes de azlcar polihidroxilados;

s agentes de suspension;

s tensioactivos 0 agentes humectantes, tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitan, polisorbatos tal como
polisorbato 20, polisorbato, tritbn, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal; los tensioactivos pueden ser
detergentes, preferiblemente con un peso molecular > 1,2 KD y/o un poliéter, preferiblemente con un peso
molecular > 3 KD; ejemplos no limitantes de detergentes preferidos son Tween 20, Tween 40, Tween 60,
Tween 80 y Tween 85; ejemplos no limitantes de poliéteres preferidos son PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000
y PEG 5000;

e agentes potenciadores de la estabilidad tales como sacarosa o sorbitol;

e agentes potenciadores de la tonicidad tales como haluros de metales alcalinos, preferiblemente cloruro de
sodio o0 potasio, manitol, sorbitol;

s vehiculos de administracién parenteral, incluyendo solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa
y cloruro de sodio, Ringer lactato o aceites fijos;

s vehiculos de administracion intravenosa que incluyen reponedores de liquidos y nutrientes, reponedores de
electrolitos (tales como los que se basan en la dextrosa de Ringer).

Es evidente para los expertos en la técnica que los diferentes excipientes de la composicion farmacéutica (por ejemplo,
los enumerados anteriormente) pueden tener, por ejemplo, diferentes efectos y el aminoacido puede actuar de tampon,
un estabilizador y/o un antioxidante; el manitol puede actuar de un agente de carga y/o un agente potenciador de la
tonicidad; el cloruro sodico puede actuar de vehiculo de administracién y/o agente potenciador de la tonicidad; etc.

Los polioles son agentes estabilizantes Gtiles en tanto formulaciones liquidas como liofilizadas para proteger las
proteinas de procesos de degradacion fisicos y quimicos, y también son utiles para ajustar la tonicidad de las
formulaciones. Polioles incluyen azicares, p. €j., manitol, sacarosa y sorbitol y alcoholes polihidricos, tales como, por
ejemplo, glicerol y propilenglicol y, para los propésitos de la discusién en esta memoria, polietilenglicol (PEG) y
sustancias relacionadas. El manitol se usa cominmente para garantizar la estabilidad estructural de la torta en
formulaciones liofilizadas. Asegura estabilidad estructural a la torta. Generalmente se utiliza con un lioprotector, p. ej.,
sacarosa. El sorbitol y la sacarosa son agentes comunmente usados para ajustar la tonicidad y como estabilizadores
para proteger contra el estrés pro congelacion-descongelacion durante el transporte o la preparacioén de masas durante
el proceso de fabricacion. El PEG es Util para estabilizar las proteinas y como crioprotector.

Los tensioactivos se utilizan de forma rutinaria para prevenir, minimizar o reducir la adsorciéon superficial. Las
moléculas de proteina pueden ser susceptibles a la adsorcion sobre superficies y a la desnaturalizacion y la
consiguiente agregacion en las interfaces aire-liquido, sélido-liquido y liquido-liquido. Estos efectos se incrementan
generalmente a la inversa con la concentracién de las proteinas. Estas interacciones deletéreas se incrementan
generalmente a la inversa con la concentracion de proteina y tipicamente son exacerbadas por la agitacion fisica, tales
como la generada durante el transporte y la manipulacién de un producto. Los tensioactivos cominmente usados
incluyen polisorbato 20, polisorbato 80, otros ésteres de acidos grasos de polietoxilatos de sorbitano, y poloxamero
188. Los tensioactivos también se utilizan comdnmente para controlar la estabilidad conformacional de las proteinas.
El uso de tensioactivos a este respecto es especifico para proteinas, ya que cualquier tensioactivo dado estabilizara
tipicamente algunas proteinas y desestabilizara otras.
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Los polisorbatos son susceptibles a la degradacion oxidativa y, a menudo, tal como se suministran, contienen
cantidades suficientes de peréxidos para provocar la oxidacion de las cadenas laterales de residuos de proteinas,
especialmente metionina. En consecuencia, los polisorbatos deberian utilizarse con cuidado y, cuando se utilizan,
deben emplearse en su concentracién efectiva mas baja.

Los antioxidantes pueden prevenir -de algin modo- la oxidacién perjudicial de proteinas en formulaciones
farmacéuticas manteniendo niveles apropiados de oxigeno y temperatura ambiente y evitando la exposicién a la luz.
También se pueden utilizar excipientes antioxidantes para prevenir la degradacion oxidativa de proteinas. Entre los
antioxidantes Gtiles a este respecto se encuentran los agentes reductores, los captadores de oxigeno/radicales libres
y los agentes quelantes. Los antioxidantes para su uso en formulaciones de proteinas terapéuticas son
preferentemente solubles en agua y mantienen su actividad durante toda la estabilidad en almacén de un producto. El
EDTA es un ejemplo (til.

Los iones metalicos pueden actuar de cofactores de proteina y permitir la formacién de complejos de coordinacion de
proteinas. Los iones metalicos también pueden inhibir algunos procesos que degradan proteinas. Sin embargo, los
iones metalicos también catalizan procesos fisicos y quimicos que degradan proteinas. Se pueden utilizar iones
magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerizacién del acido aspartico a acido isoaspartico. Los iones Ca*? (hasta
100 mM) pueden aumentar la estabilidad de la desoxirribonucleasa humana. Sin embargo, Mg*2, Mn*2 y Zn*2 pueden
desestabilizar la rhDNasa. De manera similar, Ca*? y Sr+2 pueden estabilizar el Factor VI, éste puede ser
desestabilizado por Mg*?, Mn*2 and Zn*2, Cu*? y Fe*?, y su agregacion puede incrementarse por los iones Al*3.

Los conservantes tienen la funcién primaria de inhibir el crecimiento microbiano y garantizar la esterilidad del producto
durante toda la estabilidad en almacén o término de uso del medicamento, y se necesitan en particular para
formulaciones multidosis. Los conservantes de uso comun incluyen alcohol bencilico, fenol y m-cresol. Aunque los
conservantes tienen una larga historia de uso con parenterales de moléculas pequefias, el desarrollo de formulaciones
de proteinas que incluyan conservantes puede ser un desafio. Los conservantes casi siempre tienen un efecto
desestabilizante (agregacion) sobre las proteinas, y esto se ha convertido en un factor importante en limitar su uso en
formulaciones de proteina. Hasta la fecha, la mayoria de los farmacos proteicos se han formulado para un solo uso.
Sin embargo, cuando son posibles formulaciones de dosis multiples, tienen la ventaja adicional de permitir la
conveniencia del paciente y una comerciabilidad incrementada. Un buen ejemplo es el de la hormona del crecimiento
humana (hGH), en donde el desarrollo de formulaciones conservadas ha conducido a la comercializacién de
presentaciones de pluma inyectable multiusos mas convenientes.

Como era de esperar, el desarrollo de formulaciones liquidas que contienen conservantes es mas desafiante que las
formulaciones liofilizadas. Productos liofilizados pueden liofilizarse sin el conservante y pueden reconstituirse con un
diluyente que contenga conservante en el momento de su uso. Esto acorta el tiempo durante el cual un conservante
esta en contacto con la proteina, minimizando significativamente los riesgos de estabilidad asociados. Con las
formulaciones liquidas, la eficacia y la estabilidad de los conservantes deben mantenerse durante toda la vida util del
producto (aproximadamente de 18 a 24 meses). Un punto importante a tener en cuenta es que la eficacia del
conservante debe demostrarse en la formulacion final que contiene el farmaco activo y todos los componentes del
excipiente.

Se pueden usar sales seglin la invencion para ajustar, por ejemplo, la fuerza iénica y/o la isotonicidad de |la formulacién
farmacéutica y/o para mejorar ademas la solubilidad y/o estabilidad fisica de la construccién de anticuerpo u otro
componente. Como es bien sabido, los iones pueden estabilizar el estado nativo de las proteinas uniéndose a residuos
cargados en la superficie de la proteina y protegiendo a los grupos cargados y polares en la proteina y reduciendo la
fuerza de sus interacciones electrostaticas, atractivas y repelentes. Los iones también pueden estabilizar el estado
desnaturalizado de una proteina uniéndose, en particular, a los enlaces peptidicos desnaturalizados (--CONH) de la
proteina. Ademas, la interaccién iénica con grupos cargados y polares en una proteina también puede reducir las
interacciones electrostaticas intermoleculares y, con ello, prevenir o reducir la agregacién e insolubilidad de las
proteinas. Las especies idnicas se diferencian en sus efectos sobre las proteinas. Se ha desarrollado un cierto nimero
de clasificaciones categoricas de iones y sus efectos sobre las proteinas que pueden utilizarse en la formulacién de
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion. Un ejemplo es la serie Hofmeister, que clasifica los solutos
ibnicos y no idnicos polares por su efecto sobre la estabilidad conformacional de las proteinas en solucion. Los solutos
estabilizantes se denominan "cosmotropicos". Los solutos desestabilizantes se denominan "caotrépicos". Los
cosmotropos se utilizan cominmente en concentraciones elevadas (p. gj., sulfato de amonio > 1 molar) para precipitar
proteinas de la solucién ("precipitacion salina"). Los cadétropos se utilizan cominmente para dentaduras postizas y/o
para solubilizar proteinas ("salazén"). La efectividad relativa de los iones para "salar" y “precipitar” define su posicion
en la serie de Hofmeister.

Se pueden usar aminoacidos libres en la composicién farmacéutica como agentes de carga, estabilizadores, y
antioxidantes, asi como otros usos habituales. Se pueden utilizar lisina, prolina, serina y alanina para estabilizar
proteinas en una formulacion. La glicina es (til en la liofilizacion para asegurar la estructura y propiedades correctas
de la torta. La arginina puede ser (til para inhibir la agregacién de proteinas, tanto en formulaciones liquidas como
liofilizadas. La metionina es Util como un antioxidante.
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Excipientes particularmente Gtiles para formular la composiciéon farmacéutica incluyen sacarosa, trehalosa, manitol,
sorbitol, arginina, lisina, polisorbato 20, polisorbato 80, poloxamero 188, Pluronic y combinaciones de los mismos.
Dichos excipientes pueden estar presentes en la composicién farmacéutica en diferentes concentraciones, en tanto
que la composicion presente las propiedades deseables, como se ejemplifica en el presente documento, y en particular
promueve la estabilizacion de las construcciones de anticuerpo monocatenario biespecifico contenidas. Por ejemplo,
la sacarosa puede estar presente en la composicién farmacéutica en una concentracion entre 2 % (p/v) y 12 % (p/v),
es decir, en una concentracion de 12 % (p/v), 11 % (p/v), 10 % (p/v), 9 % (p/v), 8 % (p/v), 7 % (p/v), 6 % (p/v), 5 %
(p/v), 4 % (p/v), 3 % (p/v) 0 2 % (p/v). Concentraciones de sacarosa preferidas oscilan entre 4 % (p/v) y 10 % (p/v) y
mas preferentemente entre 6 % (p/v) y 10 % (p/v). El polisorbato 80 puede estar presente en la composicion
farmacéutica en una concentracion entre 0,001 % (p/v) y 0,5 % (p/v), es decir, en una concentracion de 0,5 % (p/v),
0,2 % (p/v), 0,1 % (p/v), 0,08 % (p/v), 0,05 % (p/v), 0,02 % (p/v), 0,01 % (p/v), 0,008 % (p/v), 0,005 % (p/v), 0,002 %
(p/v) o 0,001 % (p/v). Las concentraciones de polisorbato 80 preferidas varian entre 0,002 % (p/v) y 0,5 % (p/v), ¥y
preferentemente entre 0,005 % (p/v) y 0,02 % (p/v).

La composicién farmacéutica proporcionada en el presente documento puede comprender, en particular, uno o mas
conservantes.

Conservantes (tiles para formular composiciones farmacéuticas incluyen, en general, antimicrobianos (por ejemplo,
agentes antibacterianos o antifingicos), antioxidantes, quelantes, gases inertes y similares; ejemplos son: cloruro de
benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina,
acido sorbico o perdxido de hidrégeno). Los conservantes antimicrobianos son sustancias que se usan para prologar
la estabilidad en almacén de medicinas reduciendo la proliferacién microbiana. Los conservantes que son
particularmente (tiles para formular la composicion farmacéutica de la invencion incluyen alcohol bencilico,
clorobutanol, fenol, meta-cresol, metilparabeno, fenoxietanol, propilparabeno tiomerosal. La estructura y concentracion
tipica para el uso de estos conservantes se describen en la Tabla 1 de Meyer et al. J Pharm Sci. 96(12), 3155.

Los conservantes mencionados anteriormente pueden estar presentes en la composicion farmacéutica en diferentes
concentraciones. Por ejemplo, el alcohol bencilico puede estar presente en una concentracion que varia entre 0,2 y
1,1 % (v/v), clorobutanol en una concentracién que varia entre 0,3-0,5 % (v/v), fenol en una concentraciéon que varia
entre 0,07 y 0,5 % (v/v), meta-cresol en una concentracién que varia entre 0,17 y 0-32 % (v/v) o tiomerosal en una
concentracion que varia entre 0,003 a 0,01 %(v/v). Las concentraciones preferidas para metilparabeno estan en el
intervalo de 0,05y 0,5 % (v/v), para fenoxietanol en el intervalo de 0,1 y 3 % (v/v) y para propilparabeno en el intervalo
de 0,05y 0,5 % (v/v).

Sin embargo, también es concebible que la composicién farmacéutica no comprenda ninglin conservante. En particular,
la presente invencién proporciona, entre otras cosas, una composicion farmacéutica que esta libre de conservantes,
que comprende una construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico que tiene una secuencia de aminoacidos
como se representa en SEQ ID NO. 100 en una concentracion de 0,5 mg/ml, sal de sodio de sulfobutiléter-f-
ciclodextrina en una concentracion de 1 % (p/v) y fosfato de potasio en concentracién de 10 mM, y sacarosa adicional
en concentracion de 8 % (p/v) y polisorbato 80 en concentracion de 0,01 % (p/v) a un pH de 6,0.

Forma

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden formular en diversas formas, por ejemplo, en forma sélida,
liquida, congelada, gaseosa o liofilizada y pueden estar, entre otras cosas, en forma de una pomada, una crema,
parches transdérmicos, un gel, polvo, un comprimido, disolucién, un aerosol, granulos, pildoras, suspensiones,
emulsiones, capsulas, jarabes, liquidos, elixires, extractos, tintura o extractos liquidos.

Generalmente, son concebibles diversas formas de almacenamiento y/o farmacéuticas para la composicién
farmacéutica de la invencion, dependiendo, entre otras cosas, de la via de administracion prevista, formato de
administracion y dosis deseada (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 222 edicién, Oslo, A., Ed.,
(2012)). El experto sabra que dicha eleccion de una forma farmacéutica particular puede influir, por ejemplo, en el
estado fisico, estabilidad, tasa de liberacion in vivo y tasa de depuracién in vivo de la construccién de anticuerpo de la
invencion.

Por ejemplo, el vehiculo o soporte primario en una composicién farmacéutica puede ser 0 acuoso 0 no acuoso en la
naturaleza. Un vehiculo o soporte adecuado puede ser agua para inyectables, solucién salina fisiolégica o liquido
cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en las composiciones para
administracion parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina mezclada con albumina de suero
son vehiculos ejemplares adicionales.

Cuando se contempla administracion parenteral, las composiciones terapéuticas de la invencién se pueden
proporcionar en forma de una disolucién acuosa aceptable por via parenteral sin pirbgenos que comprende la
construccion de anticuerpo deseada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente
adecuado para inyeccién parenteral es agua destilada estéril en la que la construccién de anticuerpo se formula como
una disolucién isoténica estéril, apropiadamente conservada. La preparacion puede implicar la formulacién de la
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molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos
poliméricos (tales como acido polilactico o acido poliglicélico), perlas o liposomas, que pueden proporcionar liberacion
controlada o sostenida del producto que se puede administrar por inyeccién de liberacion lenta. También se puede
usar acido hialurénico, que tiene el efecto de promocionar la duracion sostenida en la circulacién. Se pueden usar
dispositivos de administracién de farmaco implantable para introducir la construccion de anticuerpo deseado.

También se prevén en el presente documento formulaciones de administracion / liberacién sostenida o controlada.
Los expertos en la técnica también conocen técnicas para formular una diversidad de otros medios de suministro
sostenido o controlado, tales como soportes de liposomas, microparticulas bio-erosionables o perlas porosas e
inyecciones de dep6sito. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente Internacional N® PCT/US93/00829, que describe
la liberacién controlada de microparticulas poliméricas porosas para el suministro de composiciones farmacéuticas.
Preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos
moldeados, p. €j., peliculas o microcapsulas. Matrices de liberacién sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles,
polilactidas (tal como se describe en la Pat. de EE.UU. N? 3.773.919 y la Publicacién de Solicitud de Patente Europea
Ne EP 058481), copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al., 1983, Biopolymers 2:547-
556), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 y Langer, 1982, Chem.
Tech. 12:98-105), etileno y acetato de vinilo (Langer et al., 1981, supra) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (Publicacién
de Solicitud de Patente Europea N° EP 133.988). Composiciones de liberacién sostenida también pueden incluir
lippsomas que pueden prepararse mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, p. gj.,
Epstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:3688-3692; Publicaciones de Solicitud de Patente Europea N
EP 036.676; EP 088.046 y EP 143.949. La construccién de anticuerpo también se puede atrapar en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacién interfacial (por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poliimetacrilato de metilo), respectivamente), en
sistemas de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Such techniques are disclosed in Remington's
Pharmaceutical Sciences, 22nd edition, Oslo, A., Ed., (2012).

Las composiciones farmacéuticas utilizadas para la administracién in vivo se proporcionan tipicamente en forma de
preparaciones estériles. La esterilizacién se puede lograr mediante filtracion a través de membranas de filtracion
estériles. Cuando la composicion se liofiliza, |a esterilizacion utilizando este método puede realizarse antes o después
de la liofilizacién y reconstitucion. Composiciones para administracién parenteral se pueden almacenar en forma
liofilizada o en solucién. Composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene una lumbrera
de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable por una aguja
de inyeccién hipodérmica.

Las construcciones de anticuerpos descritas en esta memoria también se pueden formular como inmuno-liposomas.
Un "liposoma" es una pequefia vesicula compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivo que es
Util para el suministro de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen cominmente en una
formacion de bicapa, similar a la disposicion de lipidos de las membranas biolégicas. Los liposomas que contienen la
construccion de anticuerpo se preparan mediante métodos conocidos en la técnica, como se describe en Epstein et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al. , Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); Pat. de
EE.UU. N®s 4.485.045 y 4.544.545; y documento WO 97/38731. Los liposomas con tiempo de circulacion potenciado
se describen en la Patente de EE.UU. N° 5.013.556. Pueden generarse liposomas particularmente Gtiles mediante el
método de evaporaciéon en fase inversa con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y
fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se extruden a través de filiros de tamafio de
poro definido para producir liposomas con el diametro deseado. Fragmentos Fab' de la construccién de anticuerpo de
la presente invencion se pueden conjugar con los liposomas como se describe en Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-
288 (1982) mediante una reaccién de intercambio de disulfuro. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente
quimioterapéutico. Véase Gabizon et al. J. National Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989).

Agentes activos adicionales

Se prevé que la composicion de la invencion pueda comprender, ademas de la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico definida en el presente documento, agentes bioldgicamente activos adicionales,
dependiendo del uso previsto de la composicién. Dichos agentes podrian ser, en particular, farmacos que actian sobre
tumores y/o células malignas, pero otros agentes activos también son concebibles, dependiendo del uso previsto de
la composicion farmacéutica, que incluye agentes que actlian sobre el sistema gastrointestinal, farmacos que inhiben
inmunorreacciones (por ejemplo, corticosteroides), farmacos que modulan la respuesta inflamatoria, farmacos que
actlan sobre el aparato circulatorio y/o agentes, tales como citocinas conocidas en la técnica. También se prevé que
la composicion farmacéutica de la presente invencién se aplique en una coterapia, es decir, en combinacién con otro
medicamento contra el cancer.

Almacenamiento

Una vez formulada la composicién farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles en forma de una solucién,
suspension, gel, emulsion, sélido, cristal o en forma de un polvo deshidratado o liofilizado. Formulaciones de este tipo
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se pueden almacenar en una forma lista para usar o en una forma (p. ej., liofilizada) que se reconstituye antes de la
administracién. Por ejemplo, se pueden reconstituir composiciones liofilizadas en, por ejemplo, agua bacteriostatica
para inyeccién (BWFI), solucién salina fisiolégica, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o la misma
formulacién en la que la proteina habia estado antes de la liofilizacion.

Via de administracion

La composicién farmacéutica de la invencion se puede formular, en general, para la administracion por cualquier via
de administraciéon adecuada. En el contexto de la presente invencion, las vias de administracion incluyen, pero no se
limitan a, vias tdpicas (tales como epicutanea, inhalacional, nasal, oftalmica, auricular / aural, vaginal, mucosa); vias
enterales (tales como oral, gastrointestinal, sublingual, sublabial, yugal, rectal); y vias parenterales (tales como
intravenosa, intrarterial, intradsea, intramuscular, intracerebral, intracerebroventricular, epidural, intratecal, subcutanea,
intraperitoneal, extraamniotica, intrarticular, intracardiaca, intradérmica, intralesional, intrauterina, intravesical,
intravitrea, transdérmica, intranasal, transmucosa, intrasinovial, intraluminal).

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento son particularmente Utiles para administracion
parenteral, por ejemplo, administracion subcutanea o intravenosa, por ejemplo, por inyeccion, tal como inyeccion en
bolo, o por infusién, tal como infusién continua. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar utilizando un
dispositivo médico. Se describen ejemplos de dispositivos médicos para administrar composiciones farmacéuticas en
las Patentes de EE.UU. N°S 4.475.196; 4.439.196; 4.447.224; 4.447. 233; 4.486.194; 4.487.603; 4.596.556; 4.790.824;
4.941.880; 5.064.413; 5.312.335; 5.312.335; 5.383.851; y 5.399.163.

La composicién farmacéutica de la invencién también se puede administrar ininterrumpidamente. Como un ejemplo
no limitante, la administracién ininterrumpida o sustancialmente ininterrumpida, es decir, continua, se puede realizar
por un pequefio sistema de bomba llevado por el paciente para dosificar la entrada de la construccién de anticuerpo
en el cuerpo del paciente. La composicién farmacéutica se puede administrar usando dichos sistemas de bomba.
Sistemas de bomba de este tipo son generalmente conocidos en la técnica y cominmente se basan en el intercambio
periodico de cartuchos que contienen el agente terapéutico que se ha de infundir. Cuando se cambia el cartucho en
un sistema de bomba de este tipo, puede producirse una interrupcion temporal del flujo ininterrumpido de otro modo
de agente terapéutico en el cuerpo del paciente. En tal caso, la fase de administracion antes del reemplazo del cartucho
y la fase de administracion después del reemplazo del cartucho aln se considerarian dentro del significado de los
medios farmacéuticos y los métodos de la invencion juntos constituyen una "administracion ininterrumpida" de un
agente terapéutico de este tipo.

La administracién continua o ininterrumpida de la composicién farmacéutica de la invencién puede ser intravenosa o
subcutanea a modo de un dispositivo de administracién de liquidos o sistema de bomba pequefio que incluye un
mecanismo impulsor de liquido para impulsar el liquido de un depésito y un mecanismo de accionamiento para
accionar el mecanismo impulsor. Sistemas de bomba para administracion subcutanea pueden incluir una aguja o una
canula para penetrar la piel de un paciente y administrar la composicién adecuada al cuerpo del paciente. Dichos
sistemas de bomba pueden fijarse o adherirse directamente a la piel del paciente independientemente de una vena,
arteria o vaso sanguineo, permitiendo con ello un contacto directo entre el sistema de bomba y la piel del paciente. El
sistema de bomba se puede colocar en la piel del paciente durante 24 horas hasta varios dias. El sistema de bomba
puede ser de pequefio tamafio con un deposito para pequefios volimenes. Como un ejemplo no limitativo, el volumen
del deposito para la composicién farmacéutica adecuada a administrar puede estar entre 0,1 y 50 ml.

La administracion continua también se puede lograr por via transdérmica a modo de un parche llevado sobre la piel y
sustituido en intervalos. Un experto en la técnica conoce los sistemas de parches para el suministro de farmacos
adecuados para este propoésito. Cabe sefialar que la administracion transdérmica es especialmente adecuada para la
administracién ininterrumpida, ya que el intercambio de un primer parche agotado se puede realizar ventajosamente
simultaneamente con la colocacién de un segundo parche nuevo, por ejemplo, en la superficie de la piel
inmediatamente adyacente al primer parche agotado e inmediatamente antes de retirar el primer parche agotado. No
surgen problemas de interrupcién del flujo o fallo de la celda de energia.

Se debe observar que, como se usa en el presente documento, las formas en singular "un”, "una", "el" y "la" incluyen
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, referencia a
"un reactivo" incluye uno o mas de dichos reactivos diferentes.

A menos que se indique lo contrario, la expresion «al menos» que precede a una serie de elementos debe entenderse
que se refiere a cada uno de los elementos de la serie.

El término "y/0" siempre que se utilice en esta memoria incluye el significado de "y", "0" y "todos o cualquier otra
combinacioén de los elementos conectados por dicho término”.

El término "alrededor de" o "aproximadamente", como se usa en el presente documento, significa dentro del 20 %,

preferentemente dentro del 10 %, y mas preferentemente dentro de 5 % de un valor o intervalo dado. Incluye, sin
embargo, también el nimero concreto, por ejemplo, aproximadamente 20 incluye 20.
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El término "inferior a" o "superior a" incluye el nimero concreto. Por ejemplo, menos de 20 significa inferior o igual a .
Similarmente, mayor de o superior a significa mayor de o igual a, o superior o igual a, respectivamente.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario,
se entendera que la palabra "comprenden" y variaciones tales como "comprende" y "que comprende” implican la
inclusién de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas establecidos, pero no la exclusion de
ningun otro nimero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapa. Cuando se utiliza en esta memoria, la
expresion "que comprende” puede sustituirse con la expresion "que contiene" o "que incluye" o, a veces, cuando se
utiliza en esta memoria, con la expresion "que tiene".

Cuando se utiliza en esta memoria, "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificado
en el elemento de la reivindicacién. Cuando se utiliza en esta memoria, "que consiste esencialmente en" no excluye
materiales o etapas que no afecten materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas de la reivindicacion.

Se debe entender que la presente divulgacion no se limita a la metodologia particular, protocolos, material, reactivos
y sustancias, etc., descritos en el presente documento y como tal puede variar. La terminologia usada en el presente
documento es con el fin de describir realizaciones particulares solo, y no pretende limitar el alcance de la presente
invencion, que se define Unicamente por las reivindicaciones.

Se obtendra un mejor entendimiento de la presente invencién y de sus ventajas a partir de los siguientes ejemplos,
ofrecidos para fines ilustrativos solo.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Efecto del estrés inducido por la temperatura sobre las formulaciones que comprenden AMG330 y
HP-B-CD

Se dializé el conjunto de proteina AMG 330 (SEQ ID NO: 100) derivada de cromatografia de hidroxiapatita en un
tampon de base de formulacién compuesto de base tris 100 mM, hidrogenofosfato de disodio 50 mM, 4 % (p/v) de
trehalosa dihidratada a pH 5,2. El punto final de |a dialisis se verificé por mediciones de osmolalidad. La masa dializada
se concentrd por ultrafiltracion y centrifugacién hasta una concentracion de 0,96 mg/ml y se filtré de forma estéril por
medio de un filtro de PVDF de 0,2 um. La masa preformulada se dividio en tres fracciones de volumen de igual tamafio.
Estas se ajustaron a pH 5,2, 5,6 y 6,0 respectivamente usando hidréxido sédico 5 M y nuevamente se filtraron con un
filtro de PVDF de 0,2 um. Después del ajuste del pH, a las masas preformuladas se afiadieron los voliumenes
requeridos de disoluciones madre que contenian 0 1 % (p/v) de polisorbato 20, 1 % (p/v) de polisorbato 80 0 4 % (p/v)
de HP-B-CD. Las concentraciones de polisorbato 20, polisorbato 80 y HP-B-CD en las formulaciones finales se
muestran en la Figura 1. La concentracion de cada formulacion se ajustd a 0,4 mg/ml usando tampoén de base
compuesto como se ha descrito anteriormente. Todos los excipientes se aplicaron en calidad compendiada. Las
formulaciones finales se llenaron hasta 150 pl en tubos de reaccién de polipropileno y se incubaron en una vitrina
controlada a 30 °C durante 72 horas. El contenido de conférmero y especies de alto peso molecular (HMWS) se
determiné con cromatografia liquida de resolucién ultra alta de exclusién por tamarfio (SE-UPLC). Se realizé SE-UPLC
en un sistema Acquity H-Class UPLC (Waters) usando una columna Acquity UPLC BEH200 SEC 150 mm (Waters).
La temperatura de la columna se establecié a 25 °C. La separacion de variantes de tamafio se logré aplicando un
método isocratico con un caudal de 0,4 ml/min. La fase movil estuvo compuesta de fosfato de sodio 100 mM, NaCl
250 mM pH 6.8. El tiempo de ejecucion asciende a 6,0 minutos. Las muestras se mantuvieron a 8 °C dentro del inyector
automatico hasta el analisis. El volumen de inyeccion fue 7,5 pl. Para evitar el arrastre, después de cada muestra se
realizé una inyeccion intermedia con 40 % de ACN. La deteccion se bas6 en fluorescencia (Ex 280 nm, Em 325 nm).
La integracion de picos se realiz6 usando el software Empower®. Se informé el ABC relativa de mondmero y las
variantes de tamafio. Se podria mostrar que la formacion de especie de proteina no monomérica (incluyendo
conférmeros y especies de alto peso molecular) durante el estrés térmico (30 °C) se puede inhibir en presencia de
HP-B-CD (Figura 1). A diferencia, las formulaciones que contienen polisorbato 20 o 80 presentaron la formacién de
especies no monomeéricas con el tiempo.

Ejemplo 2: Efecto del estrés inducido en la superficie sobre formulaciones que comprenden AMG330 y HP-3-
CD

Se realizé un experimento adicional para evaluar si HP-B-CD estabiliza AMG 330 contra las condiciones de estrés
inducido en la superficie. El principio activo de AMG 330 formulado en tris clorhidrato 35 mM, fosfato hidrogenofosfato
de sodio 17,5 mM, clorhidrato de L-arginina 100 mM y 1,4 % (p/v) de dihidrato de trehalosa, pH 6.0, se complemento
con o polisorbato 20, 80 o HP-B-CD en diferentes concentraciones representadas en la Figura 2 (eje x). Todos los
excipientes se aplicaron en calidad compendiada. Las formulaciones se llenaron hasta 1,0 ml en viales de vidrio de
tipo | previamente lavados y previamente esterilizados. Los viales se taparon con tapones de caucho butilico
esterilizados y se sellaron con capsulas de aluminio. Las formulaciones se sometieron a estrés durante (1) diez ciclos
de congelacién/descongelacién consecutivos y (2) espumacion. La congelacién y descongelaciéon se realizé en un
liofilizador a escala piloto Epsilon 2-6D (Christ, Alemania). Las temperaturas objetivo para la congelacion y
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descongelacion se establecieron a -50 °C y 20 °C, respectivamente. Se usaron tasas de congelacion y descongelacion
de 0,3 K/min. Cada temperatura fue seguida por una meseta isotérmica de 1 hora. La espumacion se logré inyectando
nitrégeno en la disolucién respectiva durante 1 hora a 80 ml por minuto usando una aguja de inyeccién de 21G. El vial
se ventilé usando una segunda aguja de inyeccién equipada con filtro estéril. Las muestras almacenadas a -70 °C se
usaron como controles no estresados. Las muestras se analizaron por SE-UPLC e inspeccion visible segun la prueba
5 del Deutscher Arzneimittel Codex (DAC). Se realizé6 SE-UPLC como se describe en el Ejemplo 1. Para la evaluacion
de proteina, la deteccion de concentracion se realiz6 adicionalmente por absorcion a 280 nm. En las muestras de
control sin estresar fue evidente que las especies no monoméricas que incluyen conférmero, dimeros y agregados
son mas abundantes en formulaciones que contienen polisorbato 20 o 80 si en comparacién con formulaciones con
HP-B-CD. Cuando se estresan por espumacion y congelacion/descongelacion, las especies no monoméricas
aumentaron en las formulaciones que contienen polisorbatos (Figura 2). El uso de HP-B-CD redujo la formacién de
especies no monoméricas. En ausencia de cualquier tensioactivo, se observaron pérdidas de proteina superiores al
80 % mientras que el uso de polisorbato y HP-B-CD produjeron recuperaciéon cuantitativa de proteina. A diferencia de
las formulaciones sin tensioactivo, las formulaciones que contienen HP-B-CD estuvieron practicamente libres de
agregados de proteina en el intervalo de tamafio visible (Tabla 1).

Tabla 1: Evaluacion de particulas visibles segun PhEur 2.9.20. Clasificacion de los resultados de la inspeccidén segun
la prueba 5 del Deutscher Arzneimittel Codex (DAC).

?Tratamiento % de HP-B-CD |Resultado de la ECumpIimiento de los requisitos compendiados
inspeccion (prueba 5 de DAC)'

sm estresar 01 4 SI

?sin estresar 05 0 S,

?sin estresar 1 1 SI

?sin estresar 2 3 S,

?sin estresar ésin 22 Eno

10 F/T 0.1 4 s

10 x F/T 05 2 si

10 F/T 1 2 o

10 % FIT 2 4 s

10xF/TSIn R L
EspumaC|on no ............................................................................................................
EspumaC|on SI
EspumaC|on ............................................................. SI .................................................................................................................

Ejemplo 3: Efecto del alcohol bencilico sobre formulaciones que comprenden AMG103 y HP-B-CD o SBE-B-CD

Se investigd el impacto de HP-B-CD y SBE-B-CD sobre la estabilidad de construcciones de anticuerpo BiTE® en
presencia de alcohol bencilico en formulaciones que contenian 0,6 mg/ml de AMG 103 (blinatumomab). Por lo tanto,
AMG 103 se formulo en histidina 20 mM, 2 % (p/v) de dihidrato de trehalosa, 0,9 % (p/v) de cloruro sédico a pH 7,0.
Esta formulacién se complement6 con diferentes concentraciones de o HP-3-CD (0,5 y 1,0 % p/v) o SBE-B-CD (0,5,
1,0 y 2,0 % p/v). Una formulacion libre de ciclodextrina sirvié de control. La concentracién de AMG 103 en todas las
formulaciones se ajusté a 0,6 mg/ml. Todos los excipientes se aplicaron en calidad compendiada. A todas las
formulaciones se les afiadié 0,9 % (V/V) de alcohol bencilico y se envasaron hasta 0,5 ml en tubos de reaccién de
polipropileno. La incubacion se realiz6é a 37 °C durante 24 horas. Las muestras se analizaron por absorcién UV para
determinar la densidad 6ptica a 350 nm como una medida de la agregacién de proteinas y por medicion de intensidad
de emisién de fluorescencia intrinseca para detectar posibles cambios conformacionales. La absorcion UV se realizd
en un lector de placas Infinite M1000 (Tecan) usando placas de 96 pocillos de media area transparentes (Corning).
Cada pocillo se llené con 100 pl de disolucién de muestra. Las mediciones de muestra se realizaron por triplicado. Se
registro la absorcién UV a 350 nm. Se analizaron las intensidades de emisién de fluorescencia intrinsecas en la misma
placa desde el fondo. La excitacién se realizé a 278 nm. La intensidad de emision se registro de 300 a 500 nm usando
incrementos de 1 nm. Las ranuras de excitacién y emisién se ajustaron a 10 y 5 nm, respectivamente. Durante tanto
las mediciones de UV como de fluorescencia, se controlé la temperatura de la placa (25 °C).
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Las densidades 6pticas (OD) a 350 nm indicaron una tendencia reducida a la agregacion de AMG 103 en presencia
de HP-B-CD o SBE-B-CD. El efecto fue mas pronunciado con concentraciones crecientes de ciclodextrina (Figura 3).
La agregacion de AMG 103 en presencia de alcohol bencilico se traduce en un cambio del entorno local de residuos
de triptéfano demostrado por la fluorescencia intrinseca. Estos cambios se minimizaron con concentraciones
crecientes de las diferentes B-CD (Figura 4).

Ejemplo 4: Efecto del alcohol bencilico sobre formulaciones que comprenden diferentes concentraciones de
AMG103 y B-CD

Se trato el efecto de elevadas concentraciones de HP-B-CD y SBE-B-CD sobre la tendencia a la agregacion de AMG
103 (blinatumomab) por un disefio experimental factorial completo de 2 niveles con 4 factores. Se formulé AMG 103
como se describe en el Ejemplo 2. Sin embargo, su concentracién varié entre 0,2 y 0,6 mg/ml (Tabla 2).

Tabla 2: Disefio experimental factorial completo de 2 niveles con 4 factores para evaluar el efecto de SBE-B-CD y HP-
B-CD sobre la tendencia a la agregacién de AMG 103 en presencia de alcohol bencilico

Concentracion de alcohol
bencilico % V/V

: .\ 0.9
0.6 0.2 0.5
: 0.9

0.6 0.5

‘ 0.9

Todas las muestras se incubaron directamente en placas de 96 pocillos de mitad de area transparentes (Corning) a
37 °C durante 96 horas. La placa se cubrio con una lamina adhesiva para evitar las pérdidas por evaporacion.
Nuevamente se tomaron las densidades épticas a 350 nm como una medida de la agregacion de AMG 103 (véase el
Ejemplo 3). Los datos analiticos se evaluaron por analisis de la varianza (ANOVA) usando el software Statistica®. La
distribucién normal de valores medidos se verificd graficamente representando los valores normales esperados contra
residuales en bruto. Se generaron modelos predictivos (Figura 5) por Statistica® basados en la regresion de datos
analiticos. Por lo tanto, se tuvieron en cuenta efectos de factores puros, asi como interacciones lineales entre factores.
A las concentraciones dadas de AMG 103 y alcohol bencilico, la agregacién de AMG 103 se podrian reducir
aumentando los contenidos de HP-B-CD o SBE-B-CD (Figura 5).

Ejemplo 5: Efecto del estrés inducido por el almacenamiento sobre las formulaciones que comprenden
construcciones de anticuerpo biespecifico y B-CD

Se dializé principio activo preformulado que contiene aproximadamente 1 mg/ml de CD33_2-hALB en fosfato de
potasio 20 mM, clorhidrato de L-arginina 150 mMy 6 % (p/v) de trehalosa dihidratada a pH 6,0 en acido citrico 20 mM,
6 % (p/v) de sacarosa a pH 5,0 y en fosfato de potasio 20 mM, 6 % (p/v) de sacarosa a pH 6,0, respectivamente. El
punto final de la didlisis se determin6 por mediciones de osmolalidad. La dialisis se realizo usando dispositivos Slide
A Lyser®. Después de la dialisis, el material tamponado con citrato se concentrd directamente por encima de 7 mg/ml
con unidades VivaSpin®. La centrifugacién se realizé a aproximadamente 2000 g durante 5 min a 2 a 8 °C. Asimismo
se traté el material de tampén fosfato de potasio. Sin embargo, el material se dividié en dos fracciones de volumen de
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igual tamarfio antes de la etapa de centrifugacion. Una fraccién se ajusté a pH 7,0. El pH de la segunda fraccion se
mantuvo a pH 6.0. Después de la filtracién estéril a través de un filtro de PVDF de 0,2 um, los concentrados se
formularon finalmente afiadiendo disoluciones madre de polisorbato 80 y SBE-B-CD, si procede. La concentracién
diana de CD33_2-hALB fue 5,0 mg/ml. Las masas finalmente formuladas se envasaron en viales de vidrio de tipo |
prelavados y preesterilizados. Los viales se taparon con tapones de caucho butilico esterilizados y se sellaron con
capsulas de aluminio. El volumen de llenado ascendi6 a 1,0 ml. Una vision general de las formulaciones se proporciona
por la Tabla 3. Los viales se almacenaron durante seis dias en una vitrina de temperatura controlada a 37 °C. Se
cuantificaron especies de alto peso molecular por SE-UPLC usando el método descrito en el Ejemplo 1. La cantidad
inyectada de proteina ascendi6 a 3 ug.

Tabla 3: Visién general sobre las formulaciones de CD33_2-hALB

.....................................................................................................................................................................................................................................................

‘ID iAcido .Fosfato de potasio  :Sacarosa §SBE-B-CD {Polisorbato 80
: i citrico : :

R R ST

.C508uT 120 mM 6% p/v {0,01 % piv

CSOSBESuTZOmM6/p/v ...... /p/vOO1/p/v .........
K6OSuT6/p/vOO1/p/v .................................
T Frvcmry /p/vOO1/p/v ..........
K7OSuT6/p/vOO1/p/v ..........
B i T e T

Las formulaciones que contienen SBE-B-CD (F2, F4, F6) mostraron menores cantidades de especie de peso molecular
alto (HMWS) después de la incubacidon en comparacion con preparaciones sin ciclodextrina. El efecto fue mas
pronunciado a pH 6 y 7 que a pH 5 (Figura 6).

Ejemplo 6: Efecto de ultrafiltracion y diafiltracion sobre formulaciones que comprenden construcciones de
anticuerpo biespecifico y B-CD

Se concentré escalonadamente por ultrafiltracion (UF) MSLN-hALB purificado (es decir, SEQ ID NO: 176). Se realizd
en primer lugar una concentracion séptuple usando un casete equipado con una membrana de celulosa regenerada y
superficie de 0,11 m2. Una concentracion séptuple adicional se llevo a cabo con una membrana mas pequefia con una
superficie de 50 cm?. Ambas membranas tuvieron un corte de peso molecular (MWCO) de 10 kDa. Para las etapas de
ultrafiltracion y diafiltracién, la presién transmembranaria se limité a 1,4 bares. El conjunto concentrado se dividié en
dos partes. La primera parte se diafilir6 en un tampén compuesto de fosfato de potasio 20 mM, clorhidrato de L-
arginina 150 mM, 6 % (p/v) de trehalosa dihidratada a pH 6,0. La segunda parte se diafiltré6 en un tampon compuesto
de fosfato de potasio 20 mM, 2 % (p/v) de sacarosa a pH 6,0. Las formulaciones finales enumeradas en la Tabla 4 se
ajustaron afiadiendo disoluciones madre concentrada a los materiales diafiltrados. Todos los excipientes se aplicaron
en calidad compendiada. La concentracion de MSLN-hALB objetivo fue 1,0 mg/ml.

Tabla 4: Vision general de formulaciones de MSLN-hALB

‘1D i Composicion de formulacion

‘KBORTIT-bajo fosfato de potasio 20 mM, HCI de L-arginina 150 mM, 6 % (p/v) trehalosa dihidratada,
% 10,01 % (p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

' K6OSBESUT- bajo fosfato de potasio 20 mM, 1 % (p/v) de SBE-B-CD, 8 % (p/v) de sacarosa, 0,01 % (p/v) de
: i polisorbato 80, pH 6,0

?KGORMSUT- bajo ifosfato de potasio 20 mM, HCI de L-arginina 150 mM, 4 % (p/v) de manitol, 2 % (p/v) de
?  sacarosa, 0,01 % (p/v) de polisorbato 80, pH 6,0

Finalmente, se esteriliz6 por filtracion el principio activo de MSLN-hALB a través de un filtro de PVDF de 0,2 umy se
envaso en viales de vidrio de tipo | prelavados y preesterilizados. Los viales se taparon con tapones de caucho butilico
esterilizados y se sellaron con capsulas de aluminio. El volumen de llenado ascendié a 1,0 ml. Los viales se
almacenaron durante hasta dos semanas en vitrinas de temperatura controlada a 25 °C y 37 °C, respectivamente. Se
cuantificaron especies de alto peso molecular por SE-UPLC usando el método descrito en el Ejemplo 1. La cantidad
inyectada de proteina ascendié a 3 pg. Se determinaron variantes de carga acida usando cromatografia liquida de
resolucion ultra alta de intercambio catiénico débil (WCX-UPLC). WCX-UPLC se realizé en un UPLC H class Aquity
(Waters) usando una columna Protein-Pak Hi Res CM 7 um 4,6 x 100 mm. La temperatura de la columna se establecié
en 30 °C. Para lograr la separacion cromatografica, se aplico el siguiente gradiente (Tabla 5):
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Tabla 5: Vision general del gradiente de WCX-UPLC

?Tiempo [min:s] 1% de eluyente A 1% de eluyente B
0:00 1100 0

14:00 1100 0

25:00 50 50

25.01 0 100

29:00 0 100

29:01 1100 0

133:00 100 0

El eluyente A estuvo compuesto por fosfato de sodio 20 mM a pH 6,5. El eluyente B estuvo compuesto por fosfato de
sodio 20 mM, cloruro sédico 250 mM, pH 6,5. La cantidad inyectada de proteina ascendi6¢ a 3 ug. El caudal fue 0,65
ml/min. Antes de la inyeccién, las muestras se mantuvieron en el inyector automatico a 8 °C. La deteccién de proteina
se basoé en la medicion de la intensidad de fluorescencia intrinseca. La excitacion se realizé a 280 nm y la emision se
tomé a 330 nm. Las variantes de carga acida se cuantificaron basandose en el area bajo la curva (ABC) relativa. La
integracién se realizé usando el software Empower®.

Se observaron tasas de formacién de especies de menor peso molecular (HMWS) para la formulaciéon con SBE-B-CD
(Figura 7B). La estabilidad quimica también fue la mas pronunciada para la formulacién que contiene SBE-B-CD,
indicada por la menor fraccién de variantes de carga acida (Figura 8).

Ejemplo 7: LLPS de AMG 330 con SBE-B-CD y alginato

LLPS: Se provoca la separacion de fases liquido-liquido (LLPS) por la atraccion neta entre las particulas coloidales
(por ejemplo, proteinas) y, por lo tanto, se mide la intensidad de esta atraccién. Cuando existe atraccion entre proteinas,
ocurre una LLPS en las fases ricas en proteina y pobres en proteina existentes, siempre que la temperatura sea
suficientemente baja. En LLPS, las fases coexistentes estan en un equilibrio termodinamico verdadero y son
completamente reversibles y las concentraciones de las fases coexistentes dependen de la temperatura y no de la
concentracion de proteina inicial. La LLPS se puede inducir mediante la adicion de PEG. Cuanto mas fuerte sea la
atraccion entre proteinas, menor sera la concentracion de PEG que se necesita para que ocurra la LLPS, que a su
vez indica que estas proteinas se agregaran faciimente. A una temperatura y concentracién de PEG dada, los
excipientes que aumentan la estabilidad coloidal de una proteina dan como resultado una mayor concentracion de
proteina en la fase pobre en proteina. Este aumento en concentracién de proteina se puede medir
cromatograficamente con respecto a un control sin un excipiente. En el desarrollo de formulaciones, es conveniente
tener en cuenta la LLPS y evaluar la atraccion entre moléculas de proteinas.

El fin de este experimento es usar LLPS para evaluar el efecto de SBE-B-CD y alginato sobre la estabilidad coloidal
de AMG 330.

Tabla 6. Composicion y preparacion de disoluciones:

....................................................................................................................................................................................................................................................

‘ID de omposicion de disoluciones §Preparaci6n de disoluciones Volumen
‘disolucion f
A Se necesitan
z 180 ul
B {5 ml 10X PBS + 45 ml de agua milli {50 ml
C {50 % de SBE-B-CD en 1X PBS (pHpara 5geni0g
5 ‘igualar a 1x PBS) ‘
i1 % de SBE-B-CD en 1X PBS 1100 ulde C + 49 mi de B 5ml
§O,1 % de SBE-B-CD en 1X PBS 10 ul +4,99 mlde B 5 ml
1 % de alginato en 1x PBS (pH para igualar 02 gen20g |
: :a 1xPBS) ;
G :0,1 % de alginato en 1x PBS 1500 ul de F + 4,5 mI B 5ml
H 24 % de PEG 3350 en 1X PBS 48gen20g |
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Tabla 7. Composicion y preparacion de muestras:

‘ID de §Composici6n de muestras | Preparacion de las muestras §Vo|umen final (ul)
‘muestra ! : E
-1 | AMG 330 + 1X PBS, 0 % de PEG (10ulde A+40ulde B) +50ulde B 100 :
12 ' AMG 330 + 1X PBS, 0 % de PEG {(10 ul de A + 40 ul de B) + 50 ul de B 100 :
2-1 \AMG 330 + 1XPBS, 12% de PEG  (10ulde A+40ulde B)+50 ulde H 100 :
22 \AMG 330 + 1XPBS, 12% de PEG (10 ulde A + 40 ul de B) + 50 ul de H 100 :
:3-1 AMG 330 + 0,001 % de SBE-B-CD, (10ulde A +1 UlE +39 ulde B) + 50 ! 100
12 % de PEG ul de H f

32 AMG 330 + 0,001 % de SBE-B-CD, (10ulde A+1UulE+39uldeB)+50 : 100 :
12 % de PEG ulde H

4.1 AMG 330 + 0,01 % de SBE-B-CD, (10ulde A+1uldeD +39uldeB) + 100
12 % de PEG 50 ul de H g

42 AMG 330 + 0,01 % de SBE-B-CD, (10ulde A+1uldeD +39uldeB) + 100
12 % de PEG 50 ul de H =

5.1 AMG 330 + 0,1 % de SBE-B-CD, 12% (10 ulde A + 10 ul de D + 30 ul de B) 100

§ de PEG +50 ulde H : _
52 AMG 330 + 0,1 % de SBE-B-CD, 12% (10 ulde A + 10 ul de D + 30 ul de B) 100 :
1 de PEG +50 ulde H :

6-1 AMG 330 + 1 % de SBE-B-CD, 12% :(10ulde A+2ulde C +38ulde B) + : 100

f de PEG 50 ul de H §

62 AMG 330 + 1 % de SBE-B-CD, 12% :(10ulde A+2ulde C +38ulde B) + : 100

de PEG 50 ul de H

71 AMG 330 + 0,001 % de alginato, 12% (10ulde A+ 1ulde G + 39 ulde B) + : 100

de PEG 150 ul de H

7-2 AMG 330 + 0,001 % de alginato, 12% (10 ulde A+ 1 ulde G + 39 ul de B) + | 100

j \de PEG 150 ul de H f :
8-1 AMG 330 + 0,01 % de alginato, 12% (10 ulde A+ 1uldeF + 39 ulde B) + : 100

.de PEG 150 ul de H = :
18-2 AMG 330 + 0,01 % de alginato, 12% (10 ulde A+ 1uldeF + 39 ulde B) + : 100

1 de PEG 50 ul de H :

19-1 AMG 330 + 0,1 % de alginato, 12 % de { (10 ulde A + 10 ul de F + 30 ul de B) 100 ‘
PEG +50 ul de H

92 AMG 330 + 0,1 % de alginato, 12 % de {(10 ulde A + 10 ul de F + 30 ul de B) 100

: PEG + 50 ulde H

Se prepararon diferentes composiciones y preparaciones de disolucién/muestra como se ha mencionado en la Tabla
6y 7, anteriormente. Se prepararon muestras (concentracion final de AMG 330 de 0,12 mg/ml) y se incubaron a 40 °C
durante tres dias. Entonces se microcentrifugaron las muestras (Eppendorf Centrifuge 5418, St. Louis, MO, EE. UU.)
durante 20 s y se retiraron 80 ul de sobrenadante y se analizaron por CEX analitica (columna ProPac WCX-10, 2 mm
de DI) en el sistema de cromatografia de Agilent (Agilent 1200, Santa Clara, CA, EE. UU.).

CEX analitica: Se inyectaron 70 pl de la muestra en la columna CEX que se equilibré con acido citrico 20 mM, 0,005 %
de azida de sodio, pH 6,0 y se eluy6 con acido citrico 20 mM, cloruro sédico 1 M, 0,005 % de azida de sodio pH 6,0,
con un tiempo de gradiente de 30 min (tiempo total de ejecucion: 45 min/inyeccién) con una concentracion maxima de
cloruro sédico 500 mM a un caudal de 0,2 miI/min. La temperatura del inyector automatico se mantuvo a 40 °C durante
la serie. A partir de los cromatogramas, se calcularon las areas de los picos de las muestras (Figura 9 y 10).

Ejemplo 8: Intercambio de tampoén y concentracion de proteina de AMG 330 por ultrafiltracion/centrifugacion
en presencia de 4 formulaciones diferentes (incluyendo SBE-$-CD)
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Tabla 8: Composicién y preparacion de disoluciones (volumen en ml):

?ID de §Composici6n de disoluciones Preparacion de disoluciones

idisolucion |

A 10,4 mg/ml de AMG 330 /A

B Citrato 10 mM, pH 6,0

c 140 % de Captisol en 1X PBS

D {Arg 500 mM, Glu 500 mM en B, pH 6,0

E {Tris 35 mM, fosfato de Na 17,5 mM, Arg 50 "

? :mM, 1,4 % de trehalosa, pH 6,0

F 65 % de sacarosa (p/v) en 8

G £18 % de manitol (p/v) en B

H 1 % de polisorbato 80 (p/p) en B o

I 1 % de PEG 4000 (p/p) en E, pH 6,0

J §Citrato 10 mM pH 6,0, 1 % de Captisol §97,5 mide B+25mideC

‘K §Tris 35 mM, fosfato de Na 17,5 mM, Arg 50 95 mlde E+5mlidel

: :mM, 1,4 % de trehalosa, 0,05 % de PEG 4000,

: ipH 6,0

iL §Citrato 10 mM, Arg 50 mM, Glu 50 mM, 2 % de ;63,8 mlde B + 10 mide D + 3,1

: isacarosa, 4 % de manitol, 0,01 % de PS-80, mlide F +22,2mlde G + 1 mlde
ipH 6.0 H

Tabla 9: Composicién y preparacion de muestras:

‘ID de : Composicion de muestras §Preparaci6n de las muestras
‘muestra :

R R

11 AMG 330 en citrato 10 mM, pH 6,0 2 ml de A, intercambio de tampé6n en B

i por centrifugacion / filtracion

1-2 "

?2-1 MG 330 en citrato 10 mM pH 6.0, 1 % de Captisol 2 ml de A, intercambio de tampén en J

? {por centrifugacion / filtracion

2.2

i3-1 MG 330 en Tris 35 mM, fosfato de Na 17,5 mM, Arg 50 2 ml de A, intercambio de tampén en K
imM, 1,4 % de trehalosa, 0,05 % de PEG 4000, pH 6,0 §por centrifugacion / filtracion :
35 |
?4-1 EAMG 330 en citrato 10 mM, Arg 50 mM, Glu 50 mM, 2 % 2 ml de A, intercambio de tampén en C
ide sacarosa, 4 % de manitol, 0,01 % de PS-80, pH 8,0 gpor centrifugacion / filtracion :
42

?5-1 EAMG 330, sin intercambio de tampén 110 ul de A en viales de HPLC

? ES _;2 §|| g "

La concentracion inicial de proteina fue 0,4 mg/ml. Se dispusieron 2 ml de 0,4 mg/ml de AMG 330 en un filtro de
centrifuga Amicon ultrade 15 ml, MWCQO 10.000. Se afiadieron 10 ml del tampén apropiado a cada tubo y se mezclaron
suavemente con proteina y se centrifugaron (Allegra 6R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) durante 3
h a 2000 rpm a 4 °C. Entonces se mezcldé suavemente el concentrado y los tubos se centrifugaron durante 1,5 h a
2500 rpm a 25 °C. Después de un volumen de concentrado de 200-250 L, se afiadieron 10 ml de tamp6n apropiado
a cada uno y se mezclaron suavemente con el concentrado y luego se centrifugaron durante 30 min a 2500 rpm a
25 °C dando un volumen final de 200-250 pl. La concentracion de proteina final en 4 formulaciones diferentes varié de
2,9 a 3,7 mg/ml.

SEC analitica: Se analizaron muestras por SEC analitica (TSKgel G3000SWXL, 7,8 mm de DI, PA, EE. UU.) en un
sistema de cromatografia Agilent (Agilent 1200, Santa Clara, CA, EE. UU.) con un tampon de electroforesis de fosfato
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de sodio 100 mM, cloruro sodico 250 mM, pH 6,8, con un caudal de 0,5 ml/min (tiempo de ejecucion total: 35
min/inyeccion). La temperatura del inyector automatico se mantuvo a 4 °C durante la serie.

La presencia de SBE-B-CD parece proporcionar proteccion significativa a AMG 330 contra la formacion de HMW
durante la concentracion de proteina por ultrafiltracién con la cantidad relativa mas baja de agregados en la formulacién
que contiene SBE-B-CD. La formulacion que contiene arginina, glutamato, sacarosa, manitol y PS-80 tuvo la mayor
cantidad de HMW, seguido por la formulaciéon que contiene Tris, fosfato, arginina, trehalosa y PEG 4000 (Figura 11).
El analisis de CEX mostr6 un efecto similar (datos no mostrados).

Ejemplo 9: Estudio de formulaciones a pequeiia escala de AMG 330 que incluye SBE-B-CD (LLPS, FT, UFC)

El fin de este experimento es evaluar la estabilidad de AMG 330 después de diversos estreses en 14 formulaciones
diferentes. Especificamente, AMG 330 se evalud después de LLPS, 20 ciclos de congelacién/descongelacion (F/T) y
concentracion por ultrafiltracién/centrifugacion (UFC). Como se muestra en el Ejemplo 8, SBE-B-CD proporciona
proteccién contra la agregacion de AMG 330 y se evallla ademas en este experimento. Para UFC (Figura 12 A, B),
solo se investigaron 5 formulaciones. Para estudios de LLPS y F/T (Figura 12 C, D), se investigaron 14 formulaciones.
Se analizaron muestras de LLPS por CEX analitica, mientras que las muestras de UFC y F/T se analizaron por tanto
SEC como CEX analitica.

Materiales y métodos:

Tabla 10. Preparacion de disoluciones madre:

‘ID de Composicion de i Preparacion de disoluciones volumen

‘disolucion disoluciones

A Citrato 20 mM, pH 6,0 EPor preparacioén de medios 201

B ~2 mg/ml de AMG 330, Ediélisis de 0,4 mg/ml de AMG 330, luego 20 ml, concentrar

: intercambio de tamp6n  :concentracin por ultrafiltracion/centrifugacion hasta un ml
en A :

C 1 % de polisorbato 80 1 g. enrasar hasta 100 gen A

: {(p/p)en A :

D 10 % de SBE-B-CD (p/p) 5 g, enrasar hasta 50 g en A, ajustar a pH hasta 6,0

1 en A, pH 6,0

‘E 15 % de glicina en (p/p) 75 g, enrasar hasta 50 g en A, ajustar a pH hasta

A, pH 6,0 ;6,0

F 40 % de sacarosa (p/p) 10 g, enrasar hasta 25 gen A 25 ml

: en A

G 14 % de manitol (p/p) en 35 g, enrasar hasta25gen A "

: A

H Arg 400 mMen A, pH 53,484 g de Arg, enrasar hasta 50 ml en A, ajustara ;50 ml

; 6,0 :pH hasta 6,0

Arg 200 mM, Glu 200 ;1,742 g de Arg + 1,471 g de Glu, enrasar hasta 50
mMen A, pH 6,0 imlen A, ajustar a pH hasta 6,0

iJ 15 % de trehalosa 3,75 g, enrasar hasta25gen A

dihidratada (p/p) en A

K 26 % de PEG 3350 (p/p) : 10,4 g, enrasar hasta 40 g en A, ajustar a pH hasta {40 ml
en A, pH 6,0 :6,0

L 1,93 mg/m| de AMG 330 52100 ulde B+168ulde C 2268 ul
:+0,074 % de PS80

M 40 % de SBE-B-CD (p/p) 6 g, enrasar hasta 15 g en A, ajustar a pH hasta 6,0 ;15 ml

: Len A, pH 6,0

‘N 55 % de sacarosa (p/p) 13,75 g, enrasar hasta25gen A

: en A :

Ultrafiltracion/centrifugacion (UFC):
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Tabla 11. Preparacion de composiciones de muestras para UFC (volumen en pl).

; : ECit 20 mM §PS-80 §Captiso| §Glicina §Sacarosa
?ID de §Composici6n de muestras A C D E F
;muestra ! : !

21_UFC  control 79.2 0.8

3-1_UFC 0,5 9% de SBE-B-CD 75.2 08

14-1_UFC 1% de SBE-B-CD 71.2 09

51_UFC 2% de SBE-B-CD 63.2 08 16 : Q

61_UFC  2%de SBE-B-CD, 2 %de glicina, :58.5 08 8 110.7 2

. 1% de sacarosa ! f

P o o s S ap——

Para cada muestra, se dispusieron 4 ml de 0,4 mg/ml de AMG 330 en un filtro ultracentrifugo Amicon Ultra de 15 ml
de MWCO 10.000. Se afiadieron 8 ml del tampén apropiado a cada tubo y se mezclaron suavemente con proteina y
se centrifugaron (Allegra 6R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 2000 rpm (4000 rcf) a 20 °C hasta
que el volumen concentrado fue 200-250 ul. Este proceso se repitid dos veces mas para un total de 3 etapas de
concentracién. El concentrado se mezclo entonces suavemente con un pipeteador sacado del tubo de filtro, se dispuso
en un tubo de Eppendorf y se microcentrifugd (Eppendorf Centrifuge 5418, St.Louis, MO, EE. UU.) a velocidad maxima
durante 2 min. Después de esto, se midi6 la concentracién de proteina para el sobrenadante, y se analizé por SEC
analitica (mismos detalles que en el Ejemplo 8) inyectando 20 pl. Cada muestra se prepard por duplicado.

LLPS:

Se prepararon muestras como se explicé brevemente en la tabla a continuacién y se incubaron durante 5 dias a 4 °C.
El volumen final de todas las muestras fue 240 ul. Después de la incubacion, las muestras se microcentrifugaron
(Eppendorf Centrifuge 5418, St.Louis, MO, EE. UU.) durante 20 s, entonces se retiraron 200 pl de sobrenadante para
CEX analitica (mismos detalles que en el Ejemplo 7), excepto la temperatura del inyector automatico se mantuvo a
25 °C.

Tabla 12: Preparacion de composicion de muestras para LLPS:

‘Volumen en ul ‘Citrato 20 {AM 140 % !Glicina {55 % de Manitol | Arginina :Arginina | Trehalosa | PEG
? imM,pH {G ide sacarosa i T+
i6,0 330 iSBE 5 ‘ {glutamato
: + P
PS8 (CD
: 2 O 3 H 3 B
[ID | Composicion de :A L M E N ‘G H 1 J K

muestras

1 Control, 0 % de
: PEG

2 {Control, 13 % de
: PEG

'3 10,5%de SBE-B-
| iCD,13%de PEG

‘4 i1%deSBE-B-
. {CD, 13 % de PEG :

5 2%deSBEB- 75.6 120 |
. |CD,13%de PEG ! 5 .
6 i1%deSBE-p- | 32.4i6 32 44 120

CD, 1 %de
glicina, 1 %
Sacarosa, 13 %
de PEG
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2 % de glicina,
1 % Sacarosa,
13 % de PEG

4.4

4 % de manitol,
13 % de PEG

Arginina 100 mM,

13 % de PEG

Arginina 50 mM, |
glutamato 50 mM,

13 % de PEG

4 % de sacarosa,

13 % de PEG

170.1

17.5

4 % de trehalosa ‘
dihidratada, 13 % :

de PEG

1 % de SBE-B-
CD, 4 % de
sacarosa, 13 %
de PEG

1 % de SBE-B-
CD, 4 % de
manitol, 2 % de
sacarosa, 13 %
de PEG

123.6

64.1

Concentraciones crecientes de SBE-B-CD produjeron un aumento de la recuperacién de monémero, mientras se
mantenia un nivel relativamente bajo de agregados. SBE-B-CD rindi6 incluso mejor que en combinacién con sacarosa,
manitol y sacarosa, y especialmente con glicina y sacarosa. Esto es especialmente llamativo debido a que la glicina
sola rindio bastante mal y no mejord en combinacién con sacarosa.

Congelacion/descongelacion (F/T):

Tabla 13. Preparacién de composiciones de muestra para F/T:

‘Volumen en ul

ECitrato 2

0 AMG

140 %

Glicina ;55 % de Manitol

EArginina éTrehansa

‘mM,pH 1330+ ide ‘sacarosa : ot 5
6,0 PS80  :SBE-B- | ' iglutamato :
‘ : iCD 5 s
ID | Composicionde | A L M E @ N G I J
: muestras : \
1 | Control, -70C 2076 | 32.4
2 Control,-30C | 2076 | 324
3 | 05%deSBE-B- : 2046 324 | 3
r CD,-70C  © b
4 | 05%de SBE-B- | 2046 32.4 3 : ' ' :
CD,-30C |
' 5 1%deSBE-B-CD, | 2016 32.4 6
] -70C ;
. 6 1%deSBE-B-CD, | 2016 32.4 6
e -30C S R NS WU A R R
' . 1956 | 324 12

-70C

2 % de SBE-B-CD,
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| 8 {2%deSBE-B-CD, | 1956 324 { 12
f -30C

"9 11%deSBE-B-CD, | 165.2 324 | 6 32 | 44
: 2 % de glicina, 1% : ;
Sacarosa, -70C

10 | 1%de SBE-B-CD, | 165.2 324 | 6 32 | 44
: 2 % de glicina, 1 % : :
de sacarosa, -30C

11| 4%deglicina, - i 143.6 324 64
j 70C
112 | 4%deglicina,- | 1436 324 | 64
- 30C 4 , :
113 {2%deglicina, 1% | 171.2 324 | 32 | 44
: Sacarosa, -70C
114 {2%deglicina, 1% | 171.2 324 | 32 | 44
. Sacarosa, -30C ! ‘ _ : : _
15 | 4%de manitol, - | 139 324 i 686 :
: 70C i i : i
16 | 4%de manitol, - 139 324 . 686 :
SR |
117 | Arginina50 mM, | 147.6 324 © 60
i glutamato 50 mM, - :
: N 7OC > x N t x x
118 | Arginina50 mM, : 147.6 324 | i60
; glutamato 50 mM, - ; : { : :
‘ 30C : : : :
.19 | 4%detrehalosa | 143.6 324 . 64
dihidrato, -70C
120 | 4%trehalosa | 143.6 324 | . 64
dihidrato, -30C : : s
121 {1%deSBE--CD, | 184.1 324 | 6 . 175
: 4 % de sacarosa, - ; : {
‘ 70C = : _
122 1 1%de SBE-B-CD, | 184.1 324 : 6 . 175 : :
: 4 % de sacarosa, - | : {
; 30C : : : :
123 11%de SBE-B-CD, | 124.3 324 | 6 . 87 | 686
i 4 % de manitol, i :
2 % Sacarosa, -
: 7OC .....
124 {1%de SBER-CD, | 1243 324 i 6 . 87 | 686 | |
: 4 % de manitol, : :

2 % de sacarosa, - ;
30C :

Se prepararon muestras como se tabularon anteriormente. Se realizaron 20 ciclos de F/T, con muestras almacenadas
durante al menos una hora a -70 °C o -30 °C durante cada congelacién, y a temperatura ambiente durante no mas de
una hora durante la descongelacién. El volumen final de cada muestra fue 240 pl. Las alicuotas se retiraron para el
andlisis de SEC analitica (mismo que el Ejemplo 8) después de 0 y 20 ciclos.

La presencia de SBE-B-CD parece proporcionar beneficio hacia la reduccion de la agregacion y el aumento de niveles

de mondémero relativos durante F/T en comparacién con otras formulaciones. Las formulaciones en las que SBE-3-CD
se us6 en combinacion con otros excipientes también rindieron bien, particularmente con glicina y sacarosa.
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Ejemplo 10: Comparacion de los efectos de SBE-B-CD y 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina

Se ha mostrado en un experimento de UFC previo que SBE-B-CD proporciona protecciéon significativa a AMG 330
contra la agregacion durante la concentracién de proteina. En el presente experimento, los efectos sobre AMG 330
durante la concentracion de proteina por UFC se comparan en presencia de o SBE-B-CD u otra ciclodextrina, 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina (2-HP-B-CD).

Materiales y métodos:

Se concentraron 20 ml de 0,4 mg/ml de AMG 330 hasta ~10 ml en tubo de filtro centrifugo Amicon Ultra de 15 ml de
MWCO 10.000. Se combiné el concentrado de los tubos, y la concentraciéon de la proteina se midié entonces por
SoloVPE (usando coeficiente de extincion de 2,319 ml/(mg*cm)) y se encontré que era 0,83 mg/ml. Esta proteina se
uso entonces para preparar las muestras de UFC.

Todas las muestras contuvieron fosfato de calcio 10 mM, 8 % de sacarosa, 0,01 % de polisorbato-80, pH 6,0.

Se probaron cinco condiciones de formulacién: 1) control con tampén solo, 2) 1 % de SBE-B-CD afiadido, 3) 2 % de
SBE-B-CD afadido, 4) 1 % de 2-HP-B-CD afadido, y 5) 2 % de 2-HP-B-CD afiadido. Se prepararon 50 ml de cada una
de las 5 disoluciones de tamp6n. Se probaron dos muestras duplicadas de cada formulacion.

Para cada muestra, se dispusieron 0,875 ml de AMG 330 en un en tubo de filtro centrifugo Amicon Ultra de 4 ml de
MWCO 10.000. Se afiadieron 3,125 ml del tampén apropiado a cada tubo y se mezclaron suavemente con la proteina,
y los tubos se centrifugaron (Allegra 6R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 4000 rcf a 25 °C hasta
que el volumen de concentrado fue ~100 ul. Se afiadieron 4 ml de tampon adicional, y las muestras se concentraron
nuevamente hasta ~100 ul. El concentrado se mezclé entonces suavemente con un pipeteador y se retiraron 45 ul del
tubo de filtro, se dispusieron en un tubo de Eppendorf y se microcentrifugaron (Eppendorf Centrifuge 5418, St. Louis,
MO, EE. UU.) a velocidad maxima durante 2 min. El sobrenadante se analizé por SEC analitica (misma que el Ejemplo
8). También se analiz6 AMG 330 no concentrado (0,4 mg/ml) para fines de comparacion.

En este experimento, se concentr6 AMG 330 hasta ~ 10 mg/ml en presencia de 1y 2 % de SBE-B-CD o 2-HP-B-CD.
Las formulaciones que contenian SBE-B-CD se indican por estrellas. El control a la izquierda (marcado como 0,4
mg/ml) no se concentré mas alla de su concentracion inicial de 0,4 mg/ml. El segundo de la izquierda (marcado como
Control en las Fig. 4a y 4b) es la muestra que se concentrod sin ciclodextrina. La comparacion entre las formulaciones
de SBE-B-CD y 2-HP-B-CD demostr6 la ventaja de uso de SBE-B-CD. La Figura 13 muestra que se alcanzé la mayor
concentracién; la Figura 14 revela la composicion de estas disoluciones concentradas en términos de % de agregado
Yy % de mondémero.

Ejemplo 11: Comparacion de los efectos de cuatro ciclodextrinas diferentes para su capacidad para mantener
AMG 330 en una forma no agregada soluble

Se ha mostrado que SBE-B-CD reduce la agregacion en AMG 330 en experimentos previos. El fin de este experimento
es evaluar otras ciclodextrinas en comparacién con SBE-B-CD. Los niveles de agregacion en AMG 330 se midieron
después de 1-4 dias de incubacion a 4 °C y 25 °C con 4 ciclodextrinas diferentes.

Materiales y métodos:

Todas las muestras también contuvieron ~2 mg/ml de AMG 330, citrato 20 mM, y 0,01 % de polisorbato-80, pH 6,0.
Las muestras se prepararon y almacenaron en tubos Eppendorf (Tabla 14). Los tubos se envolvieron en plastico y se
protegieron de la luz durante la incubacién. Se tomaron alicuotas después de 1 y 4 dias de incubacién a 4 °C y 25 °C
(Thermofisher Scientific, (Newington, NH) Haake A28). Las alicuotas se microcentrifugaron brevemente (Eppendorf
Centrifuge 5418, St.Louis, MO, EE. UU.) y los sobrenadantes se analizaron por SEC analitica.

Tabla 14. Composicion y preparacion de disoluciones:

?ID de §Composici6n de disoluciones §Preparaci6n de EVqumen
-disolucion idisoluciones ;

A 12 mg/ml de AMG 330 N/A 1500 ul

B ‘Citrato 20 mM, pH 6,0 /A :

C 10 % de SBE-B-CD en B 10 g, enrasar hasta 10 g

; ! ienB _

:D §1O % de alfa-ciclodextrina (a-CD) en B 10 g, enrasar hasta 10 g 10 ml

1 ‘enB :
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.....................................................................................................................................................................................................................................................

‘E §1O % de gamma-ciclodextrina (y-CD) en B 10 g, enrasar hasta 10 g 10 ml
: ienB
F 10 % de 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (2-HP-3-CD) 1.0 g, enrasar hasta 10 g 10 ml
‘enB enB
G 1% de PS-80 en B /A :
H 2 mg/ml de AMG 330 + 0,01 % PS-80 495ulde A+5ulde G 1500 ul

Tabla 15. Composicién y preparacion de muestras:

?ID de muestra §Composici6n de §Preparaci6n delas (Volumen Volumen de  Temperatura de

: §muestras §muestras ialicuota almacenamiento (°C)
Controla4°C Control 195 ulde H + 5 ul de B 1100 ul 50 ul 14.°C (frigorifico) :
‘Controla25°C  iControl {95 ulde H+5ulde B 100 ul 50 ul 25 °C (estufa de

: : ‘ incubacion)

:0,5 % de SBE-B- 10,5 %de SBE-B- 95 ulde H+5ulde C 100 ul 150 ul 4 °C (frigorifico)
iCDa4°C iCD : 5

10,5 % de SBE-B- 0,5 % de SBE-B- :95ulde H+5 ulde C ;100 ul 150 ul 25 °C (estufa de
iCDa25°C iCD incubacion)
05%dea-CDa i05%dea-CD  :95uldeH+5uldeD ;100 ul 150 ul 4 °C (frigorifico)

4°C

§0,5 % de a-CD a 05 % de a-CD 95 ulde H+5ulde D {100 ul 50 ul 25 °C (estufa de

i25°C incubacion)

05%dey-CDa 05%dey-CD  95uldeH +5uldeE
4°C = :

§0,5 %dey-CDa i95uldeH+5uldeE : 25 °C (estufa de
i25°C incubacién)

4 °C (frigorifico)

OS%deZHPBOS%deZHPB ...... 95u|deH+5uIdeF — 50u| ......... PR
iCha4-°C :CD : :

10,5 % de 2-HP-B- 10,5 % de 2-HP-B- 95ulde H+5uldeF 100 ul 150 ul 25 °C (estufa de
.CDa25°C :CD incubacion)

Se probaron cuatro ciclodextrinas diferentes, que incluyen SBE-B-CD, se para su capacidad para mantener AMG 330
en una forma no agregada soluble. La proteina a ~ 2 mg/ml se incub6 durante 4 dias a 4° y 25° C sin concentracion
adicional. Todas las muestras también contuvieron citrato 20 mM y 0,01 % de polisorbato-80, pH 6,0.

Al final de 4 dias a 4° C, la formulacién de 0,5 % de SBE-B-CD tuvo una mayor area total de los picos por SEC que
indica mayores concentraciones de proteina soluble. Otras formulaciones precipitaron y se agregaron a distintos
grados. Este resultado demuestra que SBE-B-CD fue un estabilizador y solubilizante mas eficaz de AMG 330 a ambas
temperaturas (4° y 25 °C) en comparacion con a-ciclodextrina, y-ciclodextrina o hidroxipropil B-ciclodextrinas que
parecian mucho mejores solo a 25 °C (Figura 15).

Ejemplo 12: AMG 330 en 13 formulaciones diferentes a 1 mg/ml y almacenado a ~20, ~30 y -70 °C durante hasta
6 semanas.

El fin de este experimento es desarrollar una formulacién congelada vy liofilizada estable para AMG 330, SBE-B-CD y
Triton X-100 se evaluaron como excipientes de formulacion. Se usaran garrafas de policarbonato para simular el
almacenamiento congelado de principio activo (DS).

Materiales y métodos:

Con una concentracion inicial de 0,4 mg/ml para AMG 330, se llevé a cabo el intercambio de tampén por UF/DF
(tampones enumerados en la Tabla 16) usando dos sistemas uScale TFF convincentes con una presién delta fijada
en ~ 23 psi. Se usaron cuatro casetes Millipore Pellicon 3 Ultracel 10 kD 0,11 m2 y dos ensamblajes de tubos
convincentes. Después del intercambio, el material se concentrd en exceso hasta 1,2 mg/ml y se recogié en envases
Nalgene estériles.
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Tabla 16. Composicién de formulacion:

‘ID de | Abreviatura de i Composicién de formulacién

‘muestra formulacion f

?FRM 1 §CGOCpGSuP §Citrato 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 2 % de glicina, 1 % de sacarosa,

f : 10,01 % de PS80, pH 6,0

?FRM 2 {C60CPMSUP {Citrato 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 4 % de manitol, 2 % de sacarosa,

: {0,01 % de PS80, pH 6,0

‘FRM 3 ECGOCpSuP {Citrato 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 8 % de sacarosa, 0,01 % de

iPS80, pH 6,0 :
'FRM 4 ‘HB0CpPGSUP Histidina 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 2 % de glicina, 1 % de sacarosa, :
i0,01 % de PS80, pH 6,0
'FRM 5 ‘H60CPMSUP Histidina 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 4 % de manitol, 2 % de
isacarosa, 0,01 % de PS80, pH 6,0

iFRM 6 §H6OCpSuP §Histidina 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 8 % de sacarosa, 0,01 % de
PS80, pH 6,0

?FRM 7 §KP6OCpGSuP §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 2 % de glicina, 1 % de
i i isacarosa, 0,01 % de PS80, pH 6,0

'FRM 8 §KPGOCpMSuP §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 4 % de manitol, 2 %
gde sacarosa, 0,01 % de PS80, pH 6,0

?FRM 9 §KPGOCpSuP §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 8 % de sacarosa,

§0,01 % de PS80, pH 6,0 :
?FRM 10 §KP6OCpGSuT §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 2 % de glicina, 1 % de
'sacarosa, 0,004 % Triton X-100, pH 6,0
?FRM 11 §KP6OCpMSuT §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 4 % de manitol, 2 %

: §de sacarosa, 0,004 % Triton X-100, pH 6,0

?FRM 12 §KP6OCpSuT §Fosfato de potasio 10 mM, 1 % de SBE-B-CD, 8 % de sacarosa,

: : 10,004 % Triton X-100, pH 6,0

'FRM 13 {PEG 4000 [ Tris 35 mM, fosfato de sodio 17,5 mM, arginina 50 mM, 1,4 % de

trehalosa, 0,05 % de PEG 4000 a pH 6,0

Se prepararon disoluciones madre de tampén de formulacién, PEG y tensioactivo y se afiadieron para producir el
material formulado final. Las muestras se llenaron a un volumen de 15 ml en garrafas de PC de 30 ml (Nalgene) para
este experimento). Todas las muestras se filtraron en una campana estéril usando unidades de filtracion Sterivex (0,22
um) antes del llenado. La concentracion de proteina final en las garrafas de PC es 1 mg/ml.

Para experimentos estaticos, se midieron muestras por SEC analitica (misma que el Ejemplo 8) at= 0y t= 6 semanas.
Resultados:

Se incluy6 SBE-B-CD en formulaciones de AMG 330 que se incubaron a diversas temperaturas. Los resultados
después de 6 semanas de almacenamiento mostraron que todas las formulaciones que contenian SBE-B-CD fueron

estables, a diferencia de una formulacion basada en el uso de PEG-4000 y sin SBE-B-CD.

La comparacion entre la formulacion basada en SBE-B-CD y PEG demuestra la ventaja de uso de SBE-B-CD. La
formulacién basada en PEG se agregd y particuld fuertemente después del almacenamiento a -20 °C (Figura 16).

Ejemplo 13: Evaluacién de dos ciclodextranos (SBE-B-CD y a-cidodextrina) como excipientes para la
formulacion liofilizada para AMG 330.

Este experimento se realiz6 para determinar una formulacién liofilizada en plataforma que se puede desarrollar para
moléculas BITE®. Se us6 AMG 330 BiTE® como una proteina modelo. Se evaluaron dos ciclodextrinas (SBE-B-CD y
a-ciclodextrano) como excipientes de formulacién.

Materiales y métodos:

La concentracion de principio activo AMG 330 es 0,4 mg/ml. Se intercambié de tampon AMG 330 en tampones
respectivos (listados en la Tabla 17) usando Centriprep de Millipore (30K NMWL, 15 ml):
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. Se dividieron alicuotas de 30 ml de AMG 330 DS en dos recipientes de muestra Centriprep (2 x 15 ml) por
formulacién

. Se afiadieron 4,4 ml de tamp6n de formulacion correspondiente a cada colector de filtrado Centriprep (para
prevenir el exceso de concentracién de DS)

. Se centrifug6 (Allegra 6R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 1500 x g durante 20 min a 25 °C
(se centrifugd hasta el equilibrio); ~ 5 ml de proteina restante en cada recipiente de muestra, 3 veces
concentracion hasta 1,2 mg/ml de objetivo

. Se decant¢ el filtrado en cada colector de filtrado y se sustituyé con 4,4 ml de tampén de formulacién nueva;
se afiadieron 10 ml de tampon de formulacion nueva a cada recipiente de muestra

. Se centrifugd por la etapa 3

. Se repitieron las etapas 4-5 cuatro mas veces (cinco intercambios de tampén totales; dilucién total de ~243
veces)

. Se almacené en material cambiado de tampén durante la noche a 4 °C
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Tabla 17. Componentes de formulacion para liofilizacion:

& b\‘ gdb 2@
P RO N § ) ':é
& LS & & & 3
o -\C'ﬁ 0“6\ o AF ,;'!\Q & ?
Y Tt S & A®
{ S iy
cHOSUT P 4% (plvyde [30 e B 5
! 206 nM sacarosa atisorbato 80
2% {phyde s ey
. . ! 0,01 % {pfv}
Citrato glicina, 1% {4
CH0G8uT 185 . ) de é
20 nM {pfy) de palisorbato 80
5A0Ar053
4 % de 0tk
CEOMSUT 0.85 Citrato rnanitol, ggﬁ % (P} &
' 20 nh iiji;?‘gr}asa polisarhiato 80
Arginina "
e o §0,01 % {p/v}
Citraio S mid, 4 % § b
CBORSUT 085 %f‘;i; {?},-5;‘23(;4 © e &
;siazcard;sa potisorbato 80
i 0,5 % {piv) (4,01 % {piv)
‘ Citrat : Ll ‘
CBOCPT 085 fonon de SBE-G-CD Jde 5
o polisorbato 8G
0.5 % {piv) o on i
- - (3,01 % {piv}
CRaCRSUT 085 |y ooy da |20 6
qagai%’%;; = Joolisorbato 80
0,5 % (pA)
de SBE-R-CD, .
; o S i 0,01 % {phr}
> 2% {pivide | taad
ceocpGeuT] 085 oAl A 'S 6
20 nM ohicing, .
1 % {piv) de polisorbate 80
SACArDSa
B —p—
de SBE-B-CD, 5 frirs
Citrato 3% (v de o0t % PV
ceocpMSuT 085 |g it dle 8
¥ il fianitol, .
2 % {piv) de polisorbato 80
SACANOER
| PR ey 0.5 % (v} e 0,01 % (piv)
CeoAcL 085 o0 o s-ciclodexinng |de Lutro! FE8 5
0.5 % (piv) de :
- . Citrato a-cicladextting, 10,01 % {ph)
CHOAGSUL 0,85 26 nM 4 % (pvide  lde Lutrol F8S &
fsacarosa
e
a-ciciodexting,
Citrato 2% (pVISe I 01 9 (piv)
CH0ACGSUL 0,88 20 ndd ?((;r;z” o e Lutrol F68 &
sacarosa
oswpvieel
a-ciclodexirina,
, Citrato 4% phvide 10 01 % (piv) _
CBOACMSuL. .85 20 nM ?ES??;} do de Lutrol FB8 B
A Y Iat
SACEOE
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Se afadieron las disoluciones madre de formulacién tampon y tensioactivo para producir el material formulado final.
Las muestras se llenaron a un volumen de 2 ml en viales de vidrio de 5 cm?3 (Schott Tipo 1A) con un total de 4 viales
por formulacién. Todas las muestras se filtraron en una campa estéril usando unidades de filtracién Sterivex (0,22 pm)
antes del llenado. Después de llenar los viales, se taparon sin apretar con tapones de goma para la liofilizacién (Figura
17A).

Se liofilizaron tres viales por formulacién usando un ciclo de liofilizacién conservativa modificada (temperatura de
hibridacion -17 °C, tiempo de ciclo total 66 h). El vial restante por formulacion se reservé para analisis a t=0 (pre-
liofilizacion). Antes de la reconstitucion, las tortas liofilizadas se inspeccionaron visualmente para la integridad y
elegancia estructural. Las muestras liofilizadas se reconstituyeron con 1,96 ml de agua Milli-Q y se removieron
suavemente hasta que se disolvieron completamente para el analisis adicional. Las muestras de pre-liofilizacién y pos-
constitucion se analizaron por SEC analitica y obtencién de imagenes de microflujo (MFI).

Los resultados de SEC revelaron que las formulaciones que contienen SBE-B-CD generaron menores niveles de
especies de HMW pre- y pos-liofilizacion en comparacién con las formulaciones con a-ciclodextrano o en absoluto sin
ciclodextrano. Otros excipientes de formulacion (sacarosa, glicina, manitol) no parecieron afectar los niveles de
especies de HMW significativamente (Figuras 178, C).

La IFM revel6 un aumento moderado en las particulas subvisibles (mayoria en el intervalo de 1-2 um) para la mayoria
de las formulaciones después de la liofilizacion. Se observé un espectacular aumento para una de las formulaciones
de a-ciclodextrano, C60AcL. Dos formulaciones que contenian SBE-B-CD (Captisol), C60CpT y C60CpMSuT,
contuvieron el menor numero de particulas subvisibles después de la liofilizacion (Figura 17D).

Ejemplo 14: Estudio de formulacion a pequeifia escala de Fap alfa BiTE® que incluye SBE-B-CD y a-
ciclodextrano (UFC, LLPS y F/T).

El fin de este experimento es evaluar la estabilidad de Fap alfa BiITE® después de diversos estreses en diversas
formulaciones. Especificamente, se evalué FAP alfa BiTE® (SEQ ID NO: 177) después de LLPS, 20 ciclos de
congelacién/descongelacion (F/T) y concentracién por ultrafiltracion/centrifugacién (UFC). Los resultados de los
estudios previos con formulaciones similares han mostrado que SBE-B-CD tiene un efecto positivo sobre la estabilidad
de AMG 330 BIiTE® y en este estudio, se investig6 el efecto de SBE-B-CD sobre FAP BiTE®.

Materiales y métodos:
Se prepararon 30 ml de tampdn para cada formulacion probada.

Tabla 18: Composicion y preparacion de muestras. El control (FRM1) se formula en fosfato de potasio 10 mM, arginina
161 mM pH 7.6 + 4 % de trehalosa a 2,65 mg/ml.

: ; : 1% 1% i40% 110% 15%  55%  18%
\Volumen en ml Citrato 20 :PS- |F-68 iSBE-B- (a-CD Glicina Sacarosa ;Manitol

imM 80 | iCD

?ID de EComposicién de '
muestra :muestras
FRM1  Control N/A NA NA - INA - NA N/A N/A
'FRM2  iControl, 0,01 % de  i29.7 :
f . PS-80 f
'FRM3  i0,5%de SBE-B-CD, i29.325 0.3 | 10.375
10,01 % de PS-80
'FRM4  i0,5%de SBE-B-CD, 2478 03 | 10.375 4 0.545
: i2 % de glicina, 1 % de i 5 !

isacarosa, 0,01 % PS-

180 :

{FRM5 i0,5 % de SBE-3-CD, i21.565 0.3 | 10.375 1.09 6.67
? i4 % de manitol, 2% 5
ide sacarosa, 0,01 %
ide PS-80
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'FRM6  :0,5%de a-CD, 0,1% :25.5 3 1.5
de F-68
FRM7  :05%dea-CD,2% 20.955 | 3 15 4 0.545

ide glicina, 1 % de :
isacarosa, 0,1 % de F- :
:68 :

FRM8  (05%deaCD,4% 17.74 | 3 15 1.09

i ide manitol, 2% de
isacarosa, 0,1 % de F- !
68 =

Para cada muestra, se dispusieron 375 pl de 2,65 mg/ml de FAP alfa BiTE® (formulado en fosfato de potasio 10 mM,
arginina 161 mM a pH 7,6 + 4 % de trehalosa) en un tubo de filtracién centrifuga Amicon Ultra de 4 ml de MWCO
10.000. Se afiadieron 3,5 ml de tamp6n apropiado a cada tubo y se mezclaron suavemente con la proteina, y los tubos
se centrifugaron (Allegra 6R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 4000 rcf a 25 °C hasta que el volumen
de concentrado fuera ~50 ul. La adicién de tampén y las etapas de centrifugacion se repitieron dos veces mas para
un total de 3 etapas de concentracién. El concentrado se mezcld entonces suavemente con un pipeteador, se saco
del tubo de filtracion, se dispuso en un tubo Eppendorf tubo y se microcentrifugd (Eppendorf Centrifuge 5418, St.Louis,
MO, EE. UU.) a velocidad maxima durante 2 min. El sobrenadante se analizé entonces por SEC. Cada muestra se
prepard por duplicado. También se analizd FAP alfa BiTE® no concentrado (2,65 mg/ml) para fines de comparacion.

La presencia de SBE-B-CD parecié aumentar el pico principal relativo de SEC suprimiendo la formacién de especies
de HMW durante la concentracion de proteina. La presencia de a-ciclodextrano produjo recuperacion de proteina muy
baja y altos niveles relativos de especies de HMW.

Resultados de LLPS de Fap alfa: Resultados de LLPS con Fap a BITE® y SBE-B-CD son comparables a los
resultados de LLPS con AMG 330. El a-ciclodextrano no mostr6 ningln efecto positivo ni negativo sobre la estabilidad
coloidal de esta molécula (Figura 18).

Ejemplo 15: Estudio de formulacién para la construccion de anticuerpo CD33-scFc¢ BiTE

Se purificé la construccion de anticuerpo CD33-scFc BiTE usando proteina A y cromatografia de intercambio catiénico
(CEX). El eluato de CEX se dializé en un tampén acido L-glutamico 10 mM a pH 4,2 usando casetes de didlisis que
contenian membranas con un corte de peso molecular (MWCQO) de 10 kDa. La didlisis se realizé a 2-8 °C. La
concentracion del material de conjunto dializado ascendié a 2,3 mg/ml. El material se concentré adicionalmente por
ultrafiltracion-centrifugacion (UFC) usando tubos de concentrador que contienen membranas con MWCO de 10 kDa.
El material concentrado se filtré a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,22 um. La concentracion pos-filtracién
ascendid a 2,7 mg/ml. El material se formulé completamente en las formulaciones enumeradas en la Tabla 19
afiadiendo disolucién madre concentrada. La concentracién final de proteina asciende a 1,0 mg/ml.

Tabla 19: Vision general de formulaciones probadas; HPBCD: hidroxipropil-beta-ciclodextrina; PS 80: polisorbato 80.

T R e e o
i i glutamico (p/v)] [% (p/v)] :dihidrato [% {(p/v)] (p/v)]

; [mM] (pV)]
.G42msuT 10 4.0 20 0.0 0.0 0.01
GA2MTIT 10 4.0 0.0 2.0 0.0 :0.01
.GazsuT 10 0.0 8.0 0.0 0.0 0.01
Ga2TIT 10 0.0 0.0 8.0 0.0 0.01
|G42HP12SUT 10 0.0 4.0 0.0 112.0 0.01
\GA2HP12TrT 10 0.0 0.0 4.0 112.0 :0.01

| G42HPGMT 10 4.0 0.0 0.0 6.0 0.01
|G42HP6SUT : 0.0 6.0 0.0 6.0 :0.01
B Tl T Y N (Tl

Se llenaron las formulaciones a 1,0 ml en viales de vidrio de tipo | 2R que se cerraron con tapones de caucho butilico
y cépsulas de cierre extraible de aluminio. Los viales se almacenaron a -20 y -70 °C. Se sacaron muestras en
momentos de tiempo designados. Después del muestreo, los viales se descongelaron a temperatura ambiente y se
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analizaron por cromatografia de resolucion ultra alta de exclusion por tamario (SE-UPLC) para cuantificar el porcentaje
de contenido de especies de alto peso molecular. Se realizé6 SE-UPLC en un sistema Acquity H-Class UPLC (Waters)
usando una columna Acquity UPLC BEH200 SEC 150 mm (Waters). La temperatura de la columna se establecié a
25 °C. La separacion de variantes de tamafio se logré aplicando un método isocratico con un caudal de 0,4 ml/min. La
fase movil estuvo compuesta de fosfato de sodio 100 mM, NaCl 250 mM pH 6,8. El tiempo de ejecucion asciende a
6,0 minutos. Las muestras se mantuvieron a 8 °C dentro del inyector automatico hasta el andlisis. Se inyectdé una
cantidad total de 3 ug de proteina. Para evitar el arrastre, después de cada muestra se realizé una inyeccion intermedia
con 40 % de ACN. La deteccién se basé en fluorescencia (excitacion a 280 nm, emisién a 325 nm). La integracion de
picos se realizé usando el software Empower®. Se informo el area bajo la curva relativa de HMWS (Figura 18).

El almacenamiento de la construccion de anticuerpo CD33-scFc BIiTE formulada a -70 °C o por debajo inhibi6 la
formacion de HMWS. Sin embargo, HMWS aument6 significativamente durante el almacenamiento a -20 °C para las
formulaciones que no contuvieron HPBCD. A diferencia, se previno que la proteina formara HMWS a -20 °C en
presencia de HPBCD independientemente de su concentracién (6 o 12 %). La presencia de manitol afectd
perjudicialmente la estabilidad a -20 °C indicada por un aumento en HMWS.

Ejemplo 16: Estudio de formulaciéon para construcciones de anticuerpo FLT3-scFc BiTE

Se purificaron dos construcciones de anticuerpo FLT3-scFc BIiTE (FL1-scFc y FL2-scFc) diferentes usando
cromatografia en proteina A y CEX. Después de CEX, todas las construcciones se diafiltraron en un tampén compuesto
de acido L- glutamico 10 mM, 4 % (p/v) de sacarosa a pH 4,2. El MWCO de la membrana usada fue 10 kDa. El conjunto
diafiltrado (concentracion de proteina de 1,7 mg/ml) se concentrd por ultrafiltracion (MWCO de 10 kDa) hasta que se
logré una concentracion de 7,6 mg/ml. El material se filtr6 entonces a través de un filtro de 0,2 um y se formulé
completamente mediante la adicion de disoluciones madre de excipiente. Una visioén general de las formulaciones se
proporciona por la Tabla 20.

Tabla 20: Visién general de las formulaciones probadas; el pH se ajusté a 4,2 para todas las formulaciones; HPBCD:
hidroxipropil-beta-ciclodextrina; PS 80: polisorbato 80.

Designacién Proteina \Acido L-glutamico Sacarosa[% :HPBCD [% PS80 [%
| [mg/ml] {[mM] ((pv)] (pv)] {(p/v)l
.G42suT 5.0 10 19.0 0.0 10.01
|G42HP12SuT 5.0 10 4.0 112.0 10.01

Ambas formulaciones se llenaron hasta 1,3 ml en viales de vidrio de tipo | 2R que se cerraron con tapones de caucho
butilico y capsulas de cierre extraible de aluminio. Los viales se almacenaron a -20 °C. Se sacaron muestras en
momentos de tiempo designados. Después del muestreo, los viales se descongelaron a temperatura ambiente y se
analizaron por cromatografia de resolucion ultra alta de exclusion por tamario (SE-UPLC) para cuantificar el porcentaje
de contenido de especies de alto peso molecular. Se realizé6 SE-UPLC en un sistema Acquity H-Class UPLC (Waters)
usando una columna Acquity UPLC BEH200 SEC 150 mm (Waters). La temperatura de la columna se establecié a
25 °C. La separacion de variantes de tamafio se logré aplicando un método isocratico con un caudal de 0,4 ml/min. La
fase movil estuvo compuesta de fosfato de sodio 100 mM, NaCl 250 mM pH 6,8. El tiempo de ejecucion asciende a
6,0 minutos. Las muestras se mantuvieron a 8 °C dentro del inyector automatico hasta el analisis. Se inyecté una
cantidad total de 3 ug de proteina. Para evitar el arrastre, después de cada muestra se realizé una inyeccion intermedia
con 40 % de ACN. La deteccién se basé en fluorescencia (excitacion a 280 nm, emisién a 325 nm). La integracion de
picos se realizé usando el software Empower®. Se informo el area bajo la curva relativa de HMWS (Figura 19).

Ejemplo 17: Estudio de formulacién para construcciones de anticuerpo BCMA-scF¢ BiTE

Se purificaron dos construcciones de anticuerpo BCMA-scFc BIiTE (BC1-scFc y BC2-scFc), se formularon, se
almacenaron y se analizaron como se describe en el Ejemplo 16. Una visién general de formulaciones se proporciona
por la Tabla 21.

Tabla 21: Visién general de las formulaciones probadas; el pH se ajust6 a 4,2 para todas las formulaciones; HPBCD:
hidroxipropil-beta-ciclodextrina; PS 80: polisorbato 80.

ERT— et e Lo e men e e
[mg/mi] {[mM] ((pv)] {(pv)] (p/v)]
.G42suT 5.0 10 9.0 0.0 :0.01

| G42HP12SuT 5.0 10 6.0 6.0 10.01
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La Figura 20 muestra el porcentaje de contenido de HMWS en funcién de la formulacién para ambas construcciones
de anticuerpo. El porcentaje de contenido de HMWS aumenté en 1,6 % (BCi-scFc) y 1,9 % (BC-scFc),
respectivamente, en formulaciones sin HPBCD después de cuatro semanas. A diferencia, la formaciéon de HMWS se
inhibié en formulaciones que contenian 6 % de HPBCD.
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{SEQ  {Descripcion SECUENCIA

{ID NO:

1. CD3_1 VL CDR1 GSSTGAVTSGYYPN
2 CD3 1 VL CDR2 GTKFLAP

VL CDR3 ALWYSNRWV

EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETEN IYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVESRETISRDDS

VH KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYVSEFFAYWGQGTLVIVSS
8. CD3_1
VL QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTL§
SGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEFGGGTKLTVL i
9 CD3_1

EVQLVZSGGGLVQPGGSLKLSCAASGE T ENIYAMNWVROAPGXGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKSRETISRDDS
scFv KENTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYVSEFFAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSCEGESQIVVTQEPSLTVSP
GGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLIGVQPEDEAEYYCA

LWYSNRWVFGGGTKLTVL .
CD32 ....................... VLCDR1 .......... G SSTGAVTSGYYPN ................................................................................................................................
CD32 ...................... V LCDRZ ......... GTKFLAP
CD32 ...................... VLCDR3 ......... A LWYSNRWV ..............................................................................................................................................
CD32 ...................... V HCDR1 KYAMN
CD32 ....................... VHCDRZ ......... R|RSKYNNYATYYADSVKD ..................................................................................................................
CD32 ....................... V HCDR3 HGNFGNSY|SYWAY
CD32 ...............................................................................................................................................................................................................................

VH EVOLVESGGGLVOPGGSLKLICAASGET FNKYAMNWVROAPGKGLEWVARI RSKYNNYAT Y YADSVEDRFTI SRDDS

KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNS YL SYWAYWGOGTLVIVSS

17 CD3_2
VL QTVVTQEPSTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGYYPNWVQOQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGT PARFSGSLLGGKAALTL
SGVQPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGGTKLTVL
118 CD3_2
EVQLVESSGGLVQPGGSLKLSCAASGF T FNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARI RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDS
F KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGOGTLVIVSSGGGEGESGGGESGGGGIQTVVTOEPSLTVSE
sckv GGTVTILTCGSSTGAVT SGYYPNWVOOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARESGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCA
LWYSNRWVFGCGTKLTVL
19 CD3_3 VLCDR1  GSSTGAVTSGYYPN
:20. CD3_3 VLCDR2 |GTKFLAP
21, CD33 'VLCDR3  |ALWYSNRWYV
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22, iCD33 VHCDR1  {SYAMN
23, CD3_.3 VHCDR2  RIRSKYNNYATYYADSVKG
24, iCD3 3 VHCDR3 HGNFGNSYLSFWAY
25. . CD3_.3
VH EVQLVESGGGLEQPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKGPFTISRDDS;
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHCNFGNSYLSFWAYWGQGTLVTVSS H
26.  iCD3_3
VL QTVVIQEPSLTVSPGGETVILTCGSSTCAVT SGYYPNWVQOKPGOAPRGLIGGT KELAPGTPARESGS LLGGKAALTL
SGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEGGGTKLTVL H
27 CD3.3
: EVQLVISGGGLEQPGGSLKLSCAASGEFTFNSYAMNWVROAPGXGLEWVARTI RSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDS
F KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYLSFWAYWGOGCTLVTVS SGGGGSGGGGSGGGGSOTVVTOEPSLTVSPE
scrv GGTVTLTCZGSSTGAVT SGYYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARESGS L LGCGKAALTLSGVQPEDEAEYYCA
LWYSNIWVFGGGTKLTVL
28,  CD3_4 \VLCDR1 | GSSTGAVTSGYYPN
29, CD3_4 'VLCDR2  |GTKFLAP
130. iCD3_ 4 [VLCDR3 | ALWYSNRWV
31, CD34 'VHCDR1  {RYAMN
32, ICD34 VHCDR2  RIRSKYNNYATYYADSVKG
33, CD3_4 VHCDR3  {HGNFGNSYLSYFAY
34, CD3_4
VH EVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETFNRYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVEGREFTISRDDS
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYLSYFAYWGQGTLVTVSS
35.  CD3_4
VL QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLé
SGVQPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGGTKLTVL H
'36. iCD3_ 4
: EVOLVESGGGLYCPGGSLELSCAASGEFTENRY2AMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVEGRETISRDDS
SCFV KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYLIYFAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGEGSGEGGSQTVVTQEPSLTV3P

GGTVILTCGSSTGAVTSGYYENWVCOKPGQAPRGL GGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCA
LWYSNRWVFGGGTKLTVL

44



ES 2959 257 T3

43, iCcD3_5
VH EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNVYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKERFTISRDDS
KNTAYLOMNNLETEDTAVYYCVRHGNFGY SYLSWWAYWGOGTLVTVSS H
44,  CD35
VL QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTSGYYPNWVQQKPGQAPRGLIGATDMRPSGTPARFSGSLLGGKAALTI;
SGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEGGGTKLTVL B
45, CD3_5
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCA]—\SGFTFNVYAMNWVRQAPGKGLEW\/ARIRSKY,\INY]—\TYYADSVKKRFTISRDDS
SCFV KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVREGNFGNSYLSWWAYWGQGTLVTVSSGGGG3GGEGSGEGGESOTVVTQERSLTVSP
GGTVTLTCRSSTGAVT SGYYPNWVQQKPGQAPRGLIGATDMRE SGTPARFSG3LLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCA
LWYSNRWVEGGGTKLTVL
46.  CD36 VLCDR1 |GSSTGAVTSGYYPN
47. CD3.6 VLCDR2  GTKFLAP
48 CD3_6 VLCDR3  ALWYSNRWV
49, CD3_6 VHCDR1  KYAMN
'50.  CD3_6 VHCDR2  RIRSKYNNYATYYADSVKS
51, CD36 VHCDR3 {HGNFGNSYTSYYAY
52,  CD3._6
VH EVQIVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKSREFTISRDDS
ENTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHCNFGNSYTSYYAYWGQGTLVIVSS
53, CD3_6
VL OTVVTQEPSLTVSPGETVTLTCGSSTGAVT SGYY PNWVQQRKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEGGGTKLTVL
54, CD3_6
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKSRETISRDDS
scFv KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYTSYYAYWGOGCTLVTVS SGGGGIGGGESGGGGSQTVVTQEPSLTVSP |

VH

GGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPNWVOOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGT PARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEVYCA |
LWYSNRWVFGGGTKLTVL H

EVOLVESGGGLVQPGGSLKL3CAASGFTENGYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKERFTISRDDS
KNTAYLQMNNLKTEDTAVYYCVRHRNFGN3YLSWFAYWGQGTLVIVSS

45



VL

scFv

ES 2959 257 T3

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTSGYYPNWVQQKPGQAPRGL I GATDMRPSGT PARFSGSLLGGKAALTL |
SGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEFGGGTKLTVL i

EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTEFNGYAMNWVROAPGXGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKERFTISRDDS
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHRNFGNSYLSWFAYWGQGTLVIVS SGGGGS GGGGSGGEGSQTVVTQEPSLTVSP
GGTVILTCR3ISTGAVTSGYYPNWVQOKPGQAPRGLIGATDMRPSGTPARFSGS LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCA
LWYSNRWVEGGGTKLTVL

EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENVYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKKRFTISRDDS

VH KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYI SWWAYWGQGTLVTVSS
QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTCAVT SGYYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGS LLGGKAALTL
71, CD3_8 :
VL QTWTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPNWVQQKPGQAPRGLISGTKFLAPGTPARFS;
SGVQPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGGTKLTVL
72.  iCD3.8
: EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNVYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKKRFTISRDDé
F KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGN SYI SWHAYWGQGTLVIVSSGGGESGGEGSGEGESQTVVTOERSLTVSE
scrv GGTYVTLTCGSSTGAVT SGYYPNWVQQKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGS L LGGKAALTLSGVOPEDEAEY YA
LWYSNRWVFGGGTRKLTVL i
173, CD39 \VLCDR1  |GSSTGAVTSGNYPN
:74.  CD3_9 'VLCDR2 | GTKFLAP
175, CD3.9 VLCDR3  VLWYSNRWV
176.  CD3.9 'VHCDR1  |SYAMN
77.  CD3.9 \VHCDR2  RIRSKYNNYATYYADSVKG
:78.  CD39 'VHCDR3  |HGNFGNSYVSWWAY

79.

/CD3_9

:
:
:
:
:
:
| VH
:
:
:
:
:
:

§EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDS
¢ KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWHAYWGOGTLVTVSS
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80.  iCD3_9
VL QTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT SGNYPNWVQOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGYQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVL
81.  CD3_9
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETFNSYAMNWVROAPGXGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKGREFTISRDDS
SCFV KNTAYLOMNNLKTEDTAVY YCVRHGNFGNSYVSWWAYWGOGTLVIVS EGGGGSGGGGSGGGGQTVVTQERPSLTVSE

GGTVTLTCGSSTGAVT SGNYPNWVOOKPGOAFPRGLIGGTKFLAPGTFARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCV
LWYSNRWVEFGGGTKLTVL

187. CD3_10 {VHCDR3 {HGNFGNSYISYWAY
188. CD3_10
VH EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVEDRFTISRDDS
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHENFGNSYISYWAYWGQGTLVIVSS
189. CD3_10
VL QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTC—AVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFL]—\PGTPARFSGSLLGGKAALTi§
SGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL H
190. CD3_10
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAMNWVROQAPGKGLEWVARTRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDS
F KNTAYLOMNNLETEDTAVYYCVRHGNFGNSYT SYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGEGGSGGGGSOTVVTOEPSLTVSP
scrv GGTVTLTCGSSTGAVT SGNYPNWVOOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCV
LWYSNRWVEFGGGTKLTVL
i91.  iCD33_1 \VHCDR1  {NYGMN
192, iCD331 \VHCDR2 WINTYTGEPTYADKFQG
193.  iCD33_1 'VHCDR3 {WSWSDGYYVYFDY
94, i{CD33_1 \VLCDR1  {KSSQSVLDSSTNKNSLA
195,  CD33_1 'VLCDR2 {WASTRES
i96.  {CD33_1 'VLCDR3  {QQSAHFPIT
197. CD33_1
VH QVRLVQSCAEVEKPGESVEVSCRASGY TETNYGMNWYKQAPGOGLEWMGWINTYTGEPTYADKFQGRVIMITDT ST S

TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTSVIVSS

VL

DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCK3SQSVLDSSTNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGSGTDF
TLTIDSEFQPEDSATYYCQQSAHFFITFGQGTRLEIK H
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QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQGLEWMGWINT YT GEPTYADKFQGRVTMT DT STS!
TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLTVSLGE
RTTINCKSSQSVLDS3TNKNSTAWYQOKPGOPPKLLLSWASTRESGI PDRFSGSGSGTDFTLTIDS PQPEDSATYYCE
QOSAHFPITFGQGTRLEIK i

scFv

1100.  {CD33_1

QVOLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVEQAPGOGLEWMGWINTYTGEPTYADKEQGRVIMTTDT STS
TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGT SVIVSSGGGGSGGGGIGGGGSDIVMTQSPDSLTVSLGE
tﬂspe(ﬂﬂc RTTINCKSSQEVLDSSTNKNS LAWYQQOKPGOPPKLLLSWASTRESGIPDRFSGSGSGTCEFTLTIDSPQPEDSATYYC

QOSAHFPITFCQCTRLEIKSCCCCSEVQLVESCCCLVQPCCSLKLECAASCEFTENKYAMNWVRQAPCKCLEWVARIR
n10|eCU|e SKYNNYATYYADSVEDRFTISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGIGGGEEQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTEARFSG
SLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVILWY SNRWVFGGGTKLTVL

iWINTYTGEPTYADKFQG
{WSWSDGYYVYFDY

CD33 2 VH QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQCLEWMGWINTYTGEPTYADKFQGRVTMTTDTST*
— TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGOGTSVIVSS

DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTNKN SLAWYQQKPGOPPKLLLSWASTRISSIPDRESGSGSGTDE
TLT-DSPQPEDSATYYCQQSAHFPITFGCGTRLEIK

CD33_2 VL

1109.

QVOLVQSGAEVKKPGESVRKVSCKASGYTFTNYGMNWVEKQAPGQCLEWMSWINTYTGEPTYADKFQGRVTMT DT STS

TAYMEZRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGT SVTV33GGGESGGEGSGEGESDIVMTQSPDSLTVSLGE
CH)SS—Z scFv RTTINCKSSQOSVLIS3TNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGSGTDFTLTIDSPQPEDSATYYC
QQSAHFPITFGCGTRLEIK

110,

QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGOCLEWMGWINTYTGEPTYADKFQGRVIMTTDTSTS
TAYMEIRNLGGDDTAVYYZARWSWSDGYYVYFDYWRGQOGT SVIVSSGGGGSGGGGESGGGGSDIVMTQSPDSLTVSLGE
kﬂspe(ﬂﬂc RTTINCKSSQSVLDS STNENS LAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIFDRESGSGSGTLCETLTIDS2QPEDSATYYC

QQSAHFPITFGCGTRLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIR

CD33_2
- molecule SKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYI SYWAYWGOGTLVTVSSGGGG
SGGEGGIGGEESQTVVTREPSLTVSPGETVTLTCGS STGAVT SGNY PNWVQOQKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSG
SLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

"'VH CDR1
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117.
CD33 3 VH Q-‘./-'QLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFKGRVTé
- SSDTSTSTAYLEINSLRSDDTAIYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVTVSS i
118,
DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSKNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLEWASTRESGIPDRFESG
CD33—3 VL SGSGTDEFTLTIDSLOPEDSATYYCQQOSAHFPITFGCGTRLEIK i
119,
QVOLVQSGAEVKKPGESVRKVSCKASGY TFTNY GMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFKGRVTM
CD F SSDTSTSTAYLEINSLRSDDTEAIYYCARWSWSDGY Y VY FDYWGQGTTVITVSSGGGGSGGEGGESGGGGSDIV
33—3 scrv MTQOSPLSLTVSLGERTTINCKSSQSV_LDSSKNKNSLAWYQQOKPGOPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGS
GTDFTLTIDSLOPEDSATYYCQQSAH-PITFGQGTRLEIK i
1120. .CD33 4 VHCDR1  INYGMN
121, iCD334 VHCDR2  WINTYTGEPTYADDFKG
122, |CD33 4 'VHCDR3  WSWSDGYYVYFDY ‘
123,
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCEKASGY TEFTNY GMNWVRKQAPGQGLKWMGWINTYTGEPTYADDEFKGRVTM
CD33 4 VL CDR1 TSDTSTSTAYLETIHNLRSDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVTVSS H
124. iCD33 4 VLCDR2  :KSSQSVLDSSKNKNSLA ‘
125.  iCD33 4 VLCDR3 WASTRES
126. iCD33 4 VH QQSAHFPIT ‘
127.
DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKS SQSVLDSSKNKNSLAWYQQKPGCPPKLLLEWASTRESGIPDRFESG
CD33 4 VL SGSGTDFTLTIDSLOPEDSATYYCQQSAHFPITFGCGTRLETIK i
1128
QOVOLVQSGAEVKEKPGASVEVSCRASGY TFTNY GMNWVKQAPGOGLKWMGWINTYTGEPTYADDEFKGRVTM
TSDTSTSTAYLELHNLRSDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGESGGEGGGSDIV
CD33—4 SCFV MTQSPCSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSKNKNSLAWYQOKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGS
GTDFTLTIDSLQPEDSATYYCQQSAHTPITFGQGTRLEIK i
'129. CD33 5 VHCDR1  NYGMN
'130. iCD33. 5 VHCDR2 WINTYTGEPTYADDFKG ‘
1131, iCD335 VHCDR3 WSWSDGYYVYFDY
132, iCD335 VLCDR1  :KSSQSVLDSSKNKNSLA ‘
1133,  iCD33 5 VLCDR2 WASTRES
134, iCD33 5 VLCDR3 QQSAHFPIT ‘
1135.
CD33 5 VH QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQGLKWMGWINTYTGEPTYADDFKGRVT];
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DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSKNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRFS@
SGSGTDFTLTIDSLOPEDSATYYCOOSAHFPITFGOGTRLETIK i

QVOLVQOSGAEVKXPGESVKVSCKASGY TFTNY GMNWVKQAPGQGLKWMGWINTY TGEPTYADDFKGRVTM
TTDTSTSTAYMEIRNLRNDDTAVYYCARWSWSDGYYVY EDYWGQGTTIVTVS SGGGGSGGGGSGGGGEDIV
MTQSPCSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDS SKNKNSLAWY QQKPGQPPRKLLLEWASTRESGIPDRESGSGS
GTDFTLT-ZDSLQPEDSATYYCQOSAHFFITFGQGTRLEIK

QVOLVOSGAEVEKPGESVEYSCKASGY TETNYGMNWVKQAPGOGLKWMGWINTYTGEPTYADDEFKGRVTM

(:D33—6 VH TSDTSTSTAYMEISSLRSDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVTVSS
1145
: DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSKNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRFSGé
(:D33—6 VL SGSGTDFTLTIDSLOPEDSATYYCQQSAHFPITFGQGTRLEIK B
1146.
‘ QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQGLKWMGWINTYTGEPTYADDFKGRVTM;
TSDTSTSTAYMEISSLRSDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIV;
(:D33—6 scFv MTQSPLSLTVSLGERTTINCKS3QS VDS SKNKNSLAWY QQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRFSGSGS |
GTDETLTIDSLQPEDSATYYCQQSAHTPITFGQGTRLEIK i
?147. {CD337 'VHCDR1  {NYGMN
1148, CD33_7 VHCDR2 WINTYTGETNYADKFQG
149, CD33_7 VHCDR3 {WSWSDGYYVYFDY
1150. {CD33_7 VLCDR1  {KSSQSVLDSSTNKNSLA
151,  (CD337 VLCDR2 iWASTRE
152, CD33_7 VLCDR3  {QQSAHFPIT
1153,
(:D33_7 VH QVOLVQSGAEVKKPCESVKVSCKASGY TETNYGMNWVKQAPGQGLEWMGWINT YTGETNYADKFQGRVTF

TSDTSTSTAYMELRNLKSDDTAVYYCARWSWSDGYYVY TDYWGQGTTVIVSS
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1154.

: CD33 7 VL DIVMTQSPDSMTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTNKN SLAWYQQKPGQPPRLLLSWASTRESGIPDRFSG
SGSGTDFTLTIDSLQPEDSATYYCQQSAHFPITEFGCGTRLDIK

1155.

QVQLVQSGAEVKKPGESVRKVSCKASGY TFTNY GMNWVKQAPGQGLEWMGWINTYTGETNYADKFQGRVTFE

; CD33 7 F TSDTSTSTAYMELRNLKSDDTAVYY CARWSWSDGYYVYFDYWGQGTTVIVSSGGGGSGGGGESGGEGSDIV |

— scrv MTQSPOSMTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTNENSLAWY QOQKPGOPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGS

GTDETLTIDSLQPEDSATYYCQQSAHZPITEGQGTRLDIK i

i156. iCD33_8 VHCDR1 {NYGMN

1157.  iCD33_8 VHCDR2 WINTYTGETNYADKFQG

i158. iCD33_8 VHCDR3 WSWSDGYYVYFDY

QVQLVQSGAEVKKPGESVXVSCKASGY TEFTNYGMNWVKQAPGOGCLEWMGWINTYTGETNYACKFQGRVTF

CD33—8 VH TSDTSTSTAYMELRNLKSOETAVYYCARWSWSDGYYVY " DYWGQGTTVTVSS
:163.
CD VL DIVMTQSPDSLSVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTNKNSLAWYQQKPGCPPRKLLLSWASTRESGIPDRESG
33—8 SGSGTDFTLTIDSLOPEDSATYYCQQSAHFPITFGQGTRLETIK
164
QVQLVQSGAEVKEPGESVKVICKASGY T FTNYGMNWVKCAPGOGLEWMGWINTY TGETNYADKFQGRVTE
CD33 8 F TSDTSTSTAYMELENOKSDDTAVYYCARWSWSDGYYVY FDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIV
— scrv MTQSPLSLSVSLGERTTINCKSSQOSVLDSSTNKNSLAWYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGS
GTDFTLTIDSLOPEDSATYYCQOSAHFFITFGQGTRLEIK
1165. iCD33 9 VHCDR1 NYGMN
1166. iCD339 VHCDR2 WINTYTGEPTYADKFQG
167. iCD33 9 VHCDR3 WSWSDGYYVYFDY
'168. iCD33 9 VLCDR1  KSSQSVLDSSNNKNSLA
1169. iCD33 9 VLCDR2 WASTRES
'170. iCD339 VLCDR3  QQSAHFPIT
1171.
CD VH QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGY TFTNYGMNWVKQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFQGRVTM
33—9 TTDTSTSTAYMEIRNLRSDDTAVYY CARWSWSDGY YVY FDYWGOQGTTVIVSS
172,
CD VL DIVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSNNKNSLAWYQQKPGCPPKLLLEWASTRESGIPDRESG
33—9 SGSGTDFTLTIDGLQPEDSATYYCQQSAHFPITFGQGTRLEIK
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QVOLVQSGARVKKPGESVRVSCKASGY TETNY GMNWVKQAPGOQGLEWMGWINTY TGEPTY ADKFQGRVIM
TTDTSTSTAYMEIRNLRSDDTAVYYCARWSWSDGY YVYEDYWGOGTTVTVS SGGGGSGGGGSGGGGSDIV |
MTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQOSVLDSSNNKNSLAWYQOKPGOPPKLLLSWASTRESGIPDRESGSGS
GTDFTLTIDGLQPEDSATYYCQQSAHFPITEFGQGTRLEIK i

molécula
biespecifica

DICLTQSPASLAVILGORATISCKASQSVDYDGDSYLNWYQQIFGQPPRKLLIYDASNLYVSGIPPRFSGSGSGTLETL
NIHPVEKVDAATYHCQQSTEDPWTFGSGCTELEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVOLOQSGARLVRPGSSVKISCKASGYA
FSSYWMNWYKQRPGOGLEWI CQIWPGDGDTNYNGKFKGKATLTADES SSTAYMOLS SLASEDSAVYFCARRETTTVG
RYYYAMDYWCQCTTVTVSSCGCCCSDIKLOQSCAELARPCASVKMSCKTSCYTFTRYTMHWVKQRPCQGLEWICYINP
SRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSVEGGSGGSGGS
GGSGGVDD_QLTQSPAIMSASPGEKVIMICRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDT SKVASGVEYRESGSGSGTSY
SLTISSMEAEDAATYYCQOWSSNPLTFGAGTKLELKHHHHHH

175.

CD33_2

molécula
biespecifica
+hALB

QVQLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQCLEWMGWINTYTGEPTYADKFQGRVTMTTDTSTi
TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGTSVTVS SCGGEGSGGEGSGGGESDIVMTOSPDSLTVSLGE
RTTINCKSSQSVLDSSTNKNS LANYQQKPGQPPKLLLSWASTRESGI PDRTSGSGSGTDITLTIDSPQPEDSATYYC
QQSAHFPITFGCGTRLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIﬂ
SKYNNYATYYADSVKDREFTISRDDSKNTAY LQMNNLKTEDTAVY YCVRHGNFGNSYI SYWAYWGQGTLVTVSSGGGE
5GGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAVT SGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGT PARFSCE
SLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLPGGGGES DAHKSEVAHRTKDLGEENFKALVLIAFE
QYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQS
KDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLIFAKRYKAATTECCQAADKAACLLPKI!
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCEGDLLECADDRAT!
LAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVES KDVCKNYAEAKDVFLCMFLYEYAF:
RHPDYSVVLLLRLAKTYET TLEKCCARADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTE
KVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSé
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETC
FAEZGKKLVAASQAALGLDYHHHHHH

176.

MS_4

molécula
biespecifica
+hALB

OVOLVESGGGLYKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLIWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTI SRONAKN
SLELOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHEDYWGQGTLVIVSSGGGGEGGEGGSGGGGSDIOMTQSPSSVSASVGDRVTIT
CRASQGINTWLAWYQOKPSKAPKLLIYGASGLOSGVPSRESGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYCOQAKSFPRTEG
QGTRKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSXYNNYATYYA
DSVEDRETISRDDSENTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGN SYLSYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGS
OTVVTQEPSLTV3PGGTVILTCG3STGAVTIGNY PNWVQOQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARF SGSLLGGKAALTL
SGVQPEDEALYYCVLWY SNRWVI'GGGTKLTVLPGGGGSDAIIKSCVAIIRIKDLGEEN'KALVLIAMAQYLQOQCPI'EDIL
VKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKS LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLY
RPEVDVMCTAFHDNEETFLEKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRY XAAFTECCQAADKAACLLPKLDZLRDEGKASS
AKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICZNQDS
TSSKTIKRCCFKPTTEKSHOTARVENDEMPADT PSTAADFVESKDVCKNYARAKDVETGMET.YRYARRHPDYSVVT.TT,
RLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKELVEEPQNLIKQNCZLFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLY
EVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKT PV3DRVTKCCTESLYVNRRPCEFSALZVDETYVEKE
FNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRATKEQLKAVMDDEAAFVEKCCKADDKET CFAEEGKALVAA
SOAALGLDYEHHHHH

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEYT IHWVRQAHGQSLEAMGGINPNNGI PNYNQLFKGRVTI
TVDTSASTAYMELRSLRSEDTAVYYCARRRIAYGYDEGHAMDYWGQGTLVTVSSGGGGEGGGGSGGGGSD
IVMTQTPFSLPVTPGEPASISCKSSQSLLY SRNQKNY LAWY QOKPGQSPKLLIYWASTRESGVEDRESGS

nuﬂécula GEGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQYESYPLTFGGGTKVE IKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGESLKLSC
b|espec|’f|ca AASGFTEFNKYAMNWVEQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATY YADSVKDRET ISRDDSKNTAY LOMNNLKTED
TAVYYCVRHGNFEGNSY ISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGESGGEGESQTVVTQEPSLTVSPGETVTLTC
GESSTGAVTSGNY PNRWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARTSGSLLGGKAAT TLSGVQPEDZAEYYCVL
WY SNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH
1178.  |G4S enlazador | GGGS
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EVQLVESGGGLVQFPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKGRETISRDDS

KNTAYLOMNSLEKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGESGEGGSQTVVTQERPSLTVSE ;
GGTYILIZGSSTGAVT SGNYPNWVQQKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCV |
LWYSNRWVEFGGGTKLTVL H

molécula
de anticuerpo biespecifica
CH)SS'SCFC F{LE OVOLVQSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQCLEWMGWINTYTGEPTYACKFOQGRVTMTTDT ST S
. TAYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSWSDGYYVYFDYWGQGT SVIVSSGGGESGGEG3GEGESDIVMTOSPDSLTVSLGE
BFTE CH)SS_Z' RTTINCKSSQSVLDSSTNENSLAWYQQXPCOPPKLILSWASTRESGIPDRFSGSGSGTDFTITIDSPFQPEDSATYYC
SCFC QOSAEFPITFGCGTRLEIKSGGGGSEVQLVESGGELIVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIR
SKYNNYATYYADSVEDRFTISRDDSKNTAYLOMNNIKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTV3SGGGG
SGGGGEGGGESQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGOAPRCGLIGGTKFLAPGTPARESG
S LLCCKAALTLSGVOPEDEAEYYCVINY SHEWY FCCCTKLTVLGGCODETHTCE PCPAPELL GOPSVELED DKPKDT
ILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQLWILNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSE
FLYSKELTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLS LS PGKGGGGSGGGGESGGGGSGGEGSGGGG3GGGGSDKTH
TCEPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKEPCEEQYGSTYR
CVSVLTVLAQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGEFYPSDIA
VEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
1181. FL1 scFv

Construccion
de anticuerpo
FLT3-scFc
BiTE FL1-scFc

molécula
biespecifica
HLE

QVTLKESGPTLVKPTETLTLTCTLSGFSLNNARMGVSWIRQPPGKCLEWLAHIFSNDEKSYSTSLENRITISKDSSK
TOVVLTMINVDPVDTATYYCARIVGYGSGWYGFFDYWGOGTLVTVSSGEGGESCGEGSGEGESDIOMTQSPSSLEASY
GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGEAPKRLIYAASTLOSGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQHN
SYPLTFGCGTKVEIK

QVTLKESGPTLVKETETLTLTCTLSGEFSLNNARMGYSW-ROPPGKCLEWLAHIFSNDEKSYSTSLKNRLTISKDSSK
TOVVLTMTNVDPVDTATYYCARIVGYSGSGWYGFFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTIQSPSSLSASY
GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASTLOSGVESRFSGSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYYCLOHN
SYPLTFGCGTREVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWYVRQAPGKGLEWVARTIRSKYN
NYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVY YCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGE
G3GGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT SGNYPNRVOOKPGCAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLG

CKAATTLEGVOPEDEAEY YOV LU Y SNRWVEGCGTKL TV LA GG DETHTC P PO PAPELLGGPSVEFLFIPKPEKDTIMIS
LTLSGVOPEREARYYCVIWY SNRWVEGGGTKLTVLGGGGDETHTCPT LETPKIPKDTIMT

RTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDSVEVHNAKTKECEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGZYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGEGEGEGSGGEGSGGEGGSGEEGSGGEGSDEKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKLCTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE2QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPEVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

1183,

184,

FL2

Construccion
de anticuerpo
FLT3-scFc
BiTE FL2-scFc

scFv

molécula
biespecifica
HLE

QVTLKESGPALVKPTETLTLTCTLSGFSLNNARMAVSWIRQPPGKCLEWLAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISKDTSK;
SQVVLTMTNMDPEDTATYYCARIVGYGTGWYGFFDYWGQGILVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLQASV'

GDRVTITCRASQGIRNDLAWYQQKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQEEDFATYYCLQHN
SYPLTFGCGTKVEIK

QVTLEESGPALVKPTETLTLTCTLSGESLNNARMAVSW_RQPPGKCLEWLAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISKETSK
SQVVLTMTNMDPEDTATYYCARIVGYGTGWYGEFEFDYWGQGILVTIVS SGGGGSGGGGSGGGGSDIOMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRASQGIRNDLAWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVESRFSGSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYYCIQHN
SYPLTFGCGTKVEIKSGGGGIEVQLVESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTFNKYAMNWYVRQAPGAXGLEWVARIRSKYN
NYATYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLCMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYI SYWAYWGOGTLVIVISGGGGSGGG
GSGGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT SGNYPNWVOQKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLG

CYAAT T SOV DPENEAR YOV WY S NNV P aCoT T, TV, G oaG DT TO D PO PATE L IL,GC DS VFI, FT PP EKDTT MT &
GRAALTLSGVOPERDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTRKLTVLGGGGDRTHTCP PCPAPELLGGPSVELFI PEDPRDTIMIS

RTPEVTCVVVDVSEEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGETYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEZYKCKVSNKAL PAP
IEKTISKAKGOPREPQVYTLFPPSREEMTKNQVSLTCLVEGTYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KTTVDKSRWQQGNVFSCSVMHRATHNHYTQOKST ST S PGRGGGGEGGGESGGEEGEEGGEGSGGEGIGGGEESDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKLCTLMI SRTPEVCCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCV SV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE2QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDESRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSFPGK
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QVQLVQSGAEVKKPGASYKVSCKASGYTEFTNHI IHWVRQAPGQCLEWMGY INPYPGYHAYNEKFQGRATMT SDTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGEGSDIQMTQSPSSLEASVGDR
VTITCQASQDISNY LNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLHTGVPSREFSGSGSGTIDETFTISSLEPEDIATYYCQQGNTLP
WTFGCGTKLEIK i

Construccion molécula
de anticuerpo | biespecifica

BCMA-scFc HLE QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY T TNHITHWVRQAPGQCLEWMGY INPYPGYHAYNEKFQGRATMT SOTSTS

. TVYMELSSLRSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGOGTLVIVSSGGGGSGEGEGSGEGESDIOQMTQOSPSSLESASVGDR
BiTE 1 BC1- VIITCOASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLHTGVPSRESGSGSGTDFTFTISSLEPEDIATYYCQQGNTLP
scFc WIFGCGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLYVOPGGSLKLSCARSGEFTENKYAMNWYROQAFGEKGLEWVARIRSKYNNYA

TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYI SYWAYWGQCTLVTIVSSGGGG3GGGGSG
GGGSQTVVTQEPSLTVIPGGTVILTCGSSTGAVT SGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAFPGTPARFSGSLLGGKA
ALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTE
EVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNCKEYKCKVSNKALPAPTEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTITPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWOQGNVEFSCSVMHEALHNIYTQKSLSL3PGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGIGGCGSGGGGSDKTHTCPPCRA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLIV
LAQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLEFPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEATLHNHYTQESLSLSPGK

187. BC2 scFv

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNHI THWVRQAPGQGLEWMGY INPY PGYHAYNEKFQGRATMT SDISTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGEGSDIOMTQSESSLSASVGDR
VTITCQASQDISNYLNWYQOKPGKAPKLLIYYTSRLHTGVPSRESGSGSGTDFTFTISSLEPEDIATYYCQQGNTLE

WTFGQGTKLEIK
188. Construccion molécula
‘ de anticuerpo biespecifica i
BC“AA-SCFC I*LE QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNHIIHWVRQAPGQGLEWMGYINPYPGYHAYNEKFQGRATMTSDTST$
BiTE 2 8(32 TVYMELSSLRSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDH
I - VTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLHTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLEPEDIATYYCQQGNTLE
SCFC WTFGQGTKLEIKSGGSGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYE

TYYADSVEDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY IS YWAYWGQGTLVTVSSGGGGIGEGGESE

GGGSQTVVTQEPSLTVSPSGTVTLTCGS 3TGAVT SGNY PNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGK:
ALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTﬁ
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEE
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVIDSDGSFELY SKL'
VDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKS LSLSPGKGGGGSGECGIGEGESCEGESGECGSGEGESDKTHTCPCPE
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSEEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTQ
LHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDXSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSEPGK i
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende una construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico, que se
une a un antigeno de superficie celular diana CD19 o CD33 a través de un primer dominio de unién y al antigeno de
superficie de linfocitos T CD3 a través de un segundo dominio de unién, en donde la construccién monocatenaria
biespecifica comprende o consiste en un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se representa en
SEQ ID NO 100 o 174, una B-ciclodextrina y un tampon, en donde la composicién reduce o previene la formacién de
agregados de proteina (especies de alto peso molecular HMWS), y en donde la B-ciclodextrina es la sal de sodio de
sulfobutiléter-p-ciclodextrina.

2. La composicién segun la reivindicacion 1, en donde la B-ciclodextrina estéd presente en una concentracién en el
intervalo del 0,1 % al 20 % (p/v), preferentemente del 0,5 % al 2 % (p/v) y mas preferentemente del 0,8 % al 1,5 %

(V).

3. La composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la construccidén de anticuerpo
monocatenario biespecifico esta presente en un intervalo de concentracion de 0,1-5 mg/ml, preferentemente de 0,2-
2,5 mg/ml, mas preferentemente de 0,25-1,0 mg/ml.

4. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el tampoén se selecciona del
grupo que consiste en fosfato de potasio, acido acético/acetato sédico, acido citrico/citrato sédico, acido
succinico/succinato sodico, acido tartarico/tartrato sédico, histidina/HCI de histidina, glicina, Tris, glutamato, acetato y
mezclas de 10s mismos.

5. La composicion segln la reivindicacion 4, en donde el tampén se selecciona del grupo que consiste en fosfato de
potasio, acido citrico/citrato sédico, acido succinico, histidina, glutamato, acetato y combinaciones de los mismos.

6. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el pH de la composicién esta en el
intervalo de 4-7.5.

7. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas uno 0 mas
excipientes seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, manitol, sorbitol, arginina, lisina, polisorbato
20, polisorbato 80, poloxamero 188, Pluronic y combinaciones de los mismos.

8. La composicién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende uno o mas conservantes.

9. La composicién segun la reivindicacion 8, en donde el uno o mas conservantes se selecciona del grupo que consiste
en alcohol bencilico, clorobutanol, fenol, meta-cresol, metilparabeno, fenoxietanol, propilparabeno y tiomerosal.

10. La composicidn segun la reivindicacién 1, en donde la formulacién esta libre de conservantes, la secuencia de
aminoacidos de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico es SEQ ID NO 100 y la construccién esta
en una concentracion de 0,5 mg/ml, la ciclodextrina es la sal de sodio de sulfobutiléter-p-ciclodextrina en una
concentracion de 1 % (p/v), el tampoén es fosfato de potasio en concentracién de 10 mM y la formulacion comprende
ademas sacarosa en concentracion de 8 % (p/v) y polisorbato 80 en concentracion de 0,01 % (p/v) a un pH de 6,0.

11. La composicion segun la reivindicacion 1, en donde la secuencia de aminoacidos de la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico es SEQ ID NO 100, en donde la ciclodextrina es la sal de sodio de sulfobutiléter-f-
ciclodextrina en una concentracién del 1 %, el tampon es fosfato de potasio en concentracién de 10 mM y la
formulacién comprende ademas manitol en una concentracién de 2 %, sacarosa en concentracion de 2 % y polisorbato
80 en concentracion de 0,01 % a un pH de 6.
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Figura 2
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Figura 2 {continuacion)
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 7 {continuacidn)
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Figura 8
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Figura 11
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 20
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