FORMULACIONES ESTABILIZADAS QUE CONTIENEN ANTICUERPOS
BIESPECIFICOS ANTI-CD20 X ANTI-CD3

REFERENCIA A UN LISTADO DE SECUENCIAS

Esta solicitud incorpora como referencia el Listado de secuencias presentado en

formato legible por computadora como el archivo 10664W0O01-Sequence.txt, creado el

20 de noviembre de 2020 y que contiene 25 368 bytes.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las formulaciones de anticuerpos

terapéuticos. Mas especificamente, la presente invencion se refiere al campo de las
formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo biespecifico humano que

se une especificamente a CD20 humano y CD3 humano.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las macromoléculas terapéuticas (por ejemplo, anticuerpos) deben formularse de

una manera que no solo haga que las moléculas sean adecuadas para la administracion
a los pacientes, sino que también mantenga su estabilidad durante el almacenamiento
y uso posterior. Por ejemplo, los anticuerpos terapéuticos en solucion liquida son
propensos a la degradacion, agregacion y/o modificaciones quimicas no deseadas a
menos que la solucién se formule adecuadamente. La estabilidad de un anticuerpo en
una formulacion liquida depende no solo de los tipos de excipientes usados en la
formulacién, sino también de las cantidades y proporciones de los excipientes
relacionados entre si. Ademas, deben tenerse en cuenta otras consideraciones ademas
de la estabilidad al preparar una formulacién liquida de anticuerpos. Los ejemplos de
dichas consideraciones adicionales incluyen la concentracién de anticuerpos que puede
adaptarse a una formulacion determinada y la calidad visual o el atractivo de la
formulacion. Por tanto, al formular un anticuerpo terapéutico, debe tenerse mucho
cuidado para lograr una formulaciébn que permanezca estable, que contenga una
concentracion adecuada de anticuerpo y posea otras propiedades que permitan que la
formulacion se administre convenientemente a los pacientes.

El CD20 es una fosfoproteina no glicosilada expresada en las membranas
celulares de los linfocitos B maduros. EI CD3 es un antigeno homodimérico o
heterodimérico expresado en linfocitos T en asociacién con el complejo de receptor de

linfocitos T (TCR) y se requiere para la activacion de los linfocitos T.



Los anticuerpos biespecificos para CD20 humano y CD3 humano son un ejemplo
de macromoléculas terapéuticamente relevantes que requieren una formulacion
adecuada. Dichos anticuerpos son clinicamente (tiles para, por ejemplo, el tratamiento
del cancer (por ejemplo, canceres de linfocitos B tales como linfoma folicular, linfoma
difuso de linfocitos B grandes, linfoma de células del manto, linfoma de zona marginal u
otros linfomas no hodgkinianos).

Aunque los anticuerpos biespecificos anti-CD20 x anti-CD3 se conocen en la
técnica (ver, por ejemplo, el documento nim. WO 2014/047231), aun existe una
necesidad de formulaciones farmacéuticas que comprendan anticuerpos biespecificos
anti-CD20 x anti-CD3 que sean suficientemente estables y adecuadas para la

administracion a los pacientes.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan formulaciones farmacéuticas liquidas estables que comprenden

un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 y uno 0 mas excipientes, asi como
estuches y formas de dosificacion unitarias que comprenden dichas formulaciones y
usos de estas.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica
liqguida estable que comprende: (a) un anticuerpo biespecifico que comprende un primer
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y un segundo
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano, en donde el
primer dominio de unién al antigeno comprende tres regiones determinantes de
complementariedad de la cadena pesada (CDR) (A1-HCDR1, A1-HCDR2 y A1-HCDR?3)
contenidas en una region variable de la cadena pesada (HCVR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y tres CDR de la cadena ligera (LCDR1,
LCDR2 y LCDR3) contenidas en una region variable de la cadena ligera (LCVR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de
union al antigeno comprende tres CDR de la cadena pesada (A2-HCDR1, A2-HCDR2 y
A2-HCDR3) contenidas en una region variable de la cadena pesada (HCVR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y tres CDR de la cadena
ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en una region variable de la cadena ligera
(LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) un
amortiguador que comprende histidina; (c) un codisolvente organico que comprende
polisorbato; y (d) un estabilizador que comprende un azucar; en donde la formulacién

tiene un pH de 5,8 + 0,3.



En un aspecto, la presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica
liqguida estable que comprende: (a) un anticuerpo biespecifico que comprende un primer
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y un segundo
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano, en donde el
primer dominio de unién al antigeno comprende tres regiones determinantes de
complementariedad de la cadena pesada (CDR) (A1-HCDR1, A1-HCDR2 y A1-HCDR?3)
contenidas en una regién variable de la cadena pesada (HCVR) y tres CDR de la cadena
ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas en una regién variable de la cadena ligera
(LCVR), y el segundo dominio de unién al antigeno comprende tres CDR de la cadena
pesada (A2-HCDR1, A2-HCDR2 y A2-HCDR3) contenidas en una region variable de la
cadena pesada (HCVR) y tres CDR de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3)
contenidas en una region variable de la cadena ligera (LCVR), en donde A1-HCDR1,
A1-HCDR2y A1-HCDR3 comprenden las secuencias de aminoéacidos, respectivamente,
de las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, A2-HCDR1, A2-HCDR2 y A2-HCDR3 comprenden las
secuencias de amino&cidos, respectivamente, de las SEQ ID NO: 10,11y 12, y LCDR1,
LCDR2 y LCDR3 comprenden las secuencias de aminodcidos, respectivamente, de las
SEQ ID NO: 13, 14 y 15; (b) un amortiguador que comprende histidina; (c) un
codisolvente organico que comprende polisorbato; y (d) un estabilizador que comprende
un azucar; en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la concentracién de anticuerpos es de 1 mg/mL +
0,1 mg/mL a 200 mg/mL £+ 20 mg/mL. En algunas modalidades, la concentracién de
anticuerpos es de 2 mg/mL £ 0,2 mg/mL. En algunas modalidades, la concentracion de
anticuerpos es de 20 mg/mL + 2 mg/mL. En algunas modalidades, la concentracion de
anticuerpos es de 80 mg/mL + 8 mg/mL. En algunas modalidades, la concentracion de
anticuerpos es de 100 mg/mL + 10 mg/mL. En algunos casos, la concentraciéon de
anticuerpos es de 160 mg/mL + 16 mg/mL. En algunas modalidades, la concentracion
de anticuerpos es de aproximadamente 2 mg/mL a aproximadamente 100 mg/mL.

En algunas modalidades, la concentracion de amortiguador de histidina es de 5
mM + 1 mM a 15 mM + 3 mM. En algunos casos, la concentracién de amortiguador de
histidina es de 10 mM + 1 mM. En algunas modalidades, el amortiguador de histidina
comprende L-histidina y monoclorhidrato de L-histidina monohidrato. En algunos casos,
la concentracién de L-histidina es de 3,65 mM = 0,5 mM y la concentracién de
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato es de 6,35 mM = 0,5 mM. En algunos casos,
el amortiguador de histidina comprende 0,57 £ 0,05 mg/mL de L-histidinay 1,33 £ 0,13

mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato.
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En algunas modalidades, la concentracion de polisorbato es de 0,01 % + 0,005 %
a 0,5 % + 0,25 % p/v. En algunos casos, la concentracién de polisorbato es de 0,1 % +
0,05 % p/v. En algunos casos, la concentracion de polisorbato es de 0,1 % + 0,01 % p/v.
En algunas modalidades, el polisorbato es polisorbato 80.

En algunas modalidades, el azlUcar es sacarosa. En algunos casos, la
concentracion de sacarosa esde 5 % £ 1 % a 20 % + 4 % p/v. En algunos casos, la
concentracion de sacarosa es de 8 % + 0,5 % a 12 % + 0,5 % p/v. En algunas
modalidades, la concentracién de sacarosa es de 10 % + 1 % p/v.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 2 mg/mL +
0,2 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidinade 5 mM +1 mM a 15 mM + 3
mM, (c) polisorbato de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % =+ 0,25 % plv, y (d) sacarosa del 5 %
+1%al20% +4 % plv,apH5,8+0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 2 mg/mL +
0,2 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, (c) polisorbato
al 0,1 % + 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 2 mg/mL +
0,2 mg/mL de anticuerpo, (b) 3.65 mM + 0,2 mM de L-histidina, (c) 6,35 mM + 0,2 mM
de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de polisorbato, y
(e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, apH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 2 mg/mL +
0,2 mg/mL de anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL + 0,05 mg/mL L-histidina, (c) 1,33 mg/mL +
0,13 mg/mL monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de
polisorbato, y (e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende: (a) 20 mg/mL
+ 2 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador histidina5 mM + 1 mM a 15 mM = 3 mM, (c)
polisorbato del 0,01 % + 0,005 % al 0,5 % + 0,25 % p/v y (d) sacarosa del 5% + 1 % al
20% +4 % p/v, apH 5,8 £0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 20 mg/mL
+ 2 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, (c) polisorbato
al 0,1 % = 0,01 % p/vy (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 20 mg/mL
+ 2 mg/mL de anticuerpo, (b) 3,65 mM £ 0,2 mM de L-histidina, (c) 6,35 mM + 0,2 mM



de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de polisorbato, y
(e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, a pH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 20 mg/mL
+ 2 mg/mL de anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL £ 0,05 mg/mL de L-histidina, (c) 1,33 mg/mL
+ 0,13 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de
polisorbato, y (e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, a pH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 80 mg/mL
+ 8 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina de 5 mM + 1 mM a 15 mM +
3 mM, (c) polisorbato del 0,01 % + 0,005 % al 0,5 % + 0,25 % p/v, y (d) sacarosa del
5%+1%al20%+4%p/v,apH58=+0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 80 mg/mL
+ 8 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, (c) polisorbato
al 0,1 % + 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 80 mg/mL
+ 8 mg/mL de anticuerpo, (b) 3,65 mM £ 0,2 mM de L-histidina, (c) 6,35 mM + 0,2 mM
de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de polisorbato, y
(e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, apH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 80 mg/mL
+ 8 mg/mL de anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL £ 0,05 mg/mL de L-histidina, (c) 1,33 mg/mL
* 0,13 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de
polisorbato, y (e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, a pH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 100 mg/mL
+ 10 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidinade 5mM+ 1 mM a 15 mM + 3
mM, (c) polisorbato del 0,01 % + 0,005 % al 0,5 % + 0,25 % p/v, y (d) sacarosa del 5 %
+1%al 20 % +4 % p/v, apH 5,8 +0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 100 mg/mL
+ 10 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina 10 mM = 1 mM, (c) polisorbato
al 0,1 % + 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende: (a) 100 mg/mL
+ 10 mg/mL de anticuerpo, (b) 3,65 mM % 0,2 mM de L-histidina, (¢) 6,35 mM = 0,2 mM
de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de polisorbato, y
(e) sacarosaal 10 % + 1 % p/v, apH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 100 mg/mL

+ 10 mg/mL de anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL + 0,05 mg/mL de L-histidina, (c) 1,33 mg/mL
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+ 0,13 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de
polisorbato, y (e) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende: (a) 160 mg/mL
+ 16 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidinade 5mM +1 mM a 15 mM £+ 3
mM, (c) polisorbato del 0,01 % + 0,005 % al 0,5 % + 0,25 % p/v, y (d) sacarosa del 5 %
+1%al20% +4 % p/v,apH 5,8+0,3.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende: (a) 160 mg/mL
+ 16 mg/mL de anticuerpo, (b) amortiguador de histidina 10 mM = 1 mM, (c) polisorbato
al 0,1 % = 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v, a pH 5,8 £ 0,3.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende: (a) 160 mg/mL
+ 16 mg/mL de anticuerpo, (b) 3,65 mM * 0,2 mM de L-histidina, (¢) 6,35 mM = 0,2 mM
de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de polisorbato, y
(e) sacarosaal 10 % + 1 % p/v, apH 5,8 + 0,3.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende: (a) 160 mg/mL
+ 16 mg/mL de anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL + 0,05 mg/mL de L-histidina, (c) 1,33 mg/mL
+ 0,13 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 0,1 % + 0,01 % p/v de
polisorbato, y (e) 10 % + sacarosa al 1 % p/v, a pH 5,8 + 0,3.

En cualquiera de estas modalidades, el polisorbato puede ser polisorbato 80.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas
anteriormente o en la presente descripcion, al menos el 90 % del anticuerpo tiene una
conformacion nativa después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, segln se determind
por cromatografia liquida de exclusién por tamafio de ultra rendimiento (SE-UPLC). En
algunos casos, al menos el 93 % del anticuerpo tiene una conformacion nativa después
de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, segun se determin6 por SE-UPLC. En algunos
casos, al menos el 95 % del anticuerpo tiene una conformacion nativa después de 1
mes de almacenamiento a 45 °C, segun se determiné por SE-UPLC.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas
anteriormente o en la presente descripcion, al menos el 95 % del anticuerpo tiene una
conformacion nativa después de 3 meses de almacenamiento a 25 °C y 60 % de
humedad relativa, segun se determin6 por SE-UPLC. En algunos casos, al menos el 97
% del anticuerpo tiene una conformacion nativa después de 3 meses de
almacenamiento a 25 °Cy 60 % de humedad relativa, segun se determind por SE-UPLC.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas

anteriormente o en la presente descripciéon, al menos el 95 % del anticuerpo tiene una



conformacion nativa después de 3 meses de almacenamiento a 5 °C, segln se
determind por SE-UPLC. En algunos casos, al menos el 98 % del anticuerpo tiene una
conformacion nativa después de 3 meses de almacenamiento a 5 °C, segln se
determind por SE-UPLC.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas
anteriormente o en la presente descripcion, la formulacién no contiene mas del 6 % de
especies de alto peso molecular (HMW) después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C,
segun se determind por SE-UPLC. En algunos casos, la formulaciéon no contiene mas
de 5,6 % de especies de HMW después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, segln
se determiné por SE-UPLC.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas
anteriormente o en la presente descripcion, la formulaciéon no contiene mas del 2 % de
especies de HMW después de 3 meses de almacenamiento a 25 °C y 60 % de humedad
relativa, segun se determind por SE-UPLC. En algunos casos, la formulacion no
contiene mas de 1 % de especies de HMW después de 3 meses de almacenamiento a
25 °C y 60 % de humedad relativa, segun se determiné por SE-UPLC.

En diversas modalidades de las composiciones farmacéuticas comentadas
anteriormente o en la presente descripcion, la formulacién no contiene mas del 1,5 %
de especies de HMW después de 3 meses de almacenamiento a 5 °C, segun se
determiné por SE-UPLC. En algunos casos, la formulacion comprende no mas del 1 %
de especies de HMW después de 9 meses de almacenamiento a 5 °C, segln se
determiné por SE-UPLC.

En diversas modalidades de cualquiera de las composiciones farmacéuticas
comentadas anteriormente o en la presente descripcion, el anticuerpo comprende Al-
HCDR1, A1-HCDR2 y A1-HCDR3 gque comprenden las secuencias de aminoacidos,
respectivamente, de SEQ ID NO: 7, 8 y 9; A2-HCDR1, A2-HCDR2 y A2-HCDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos, respectivamente, de SEQ ID NO: 10, 11y
12; y LCDR1, LCDR2 y LCDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos,
respectivamente, de SEQ ID NO: 13, 14y 15.

En algunas modalidades, el primer dominio de union al antigeno comprende una
HCVR con al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 4 y una LCVR con al menos un 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de unién al antigeno comprende
una HCVR con al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoéacidos de la

SEQ ID NO: 5y una LCVR con al menos un 90 % de identidad con la secuencia de



aminodcidos de la SEQ ID NO: 6. En algunas modalidades, el primer dominio de union
al antigeno comprende una HCVR con al menos un 95 % de identidad con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR con al menos un 95 % de identidad
con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de unioén al
antigeno comprende una HCVR con al menos un 95 % de identidad con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR con al menos un 95 % de identidad
con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. En algunas modalidades, el primer
dominio de unién al antigeno comprende una HCVR con al menos un 99 % de identidad
con la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR con al menos un 99
% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 y el segundo
dominio de union al antigeno comprende una HCVR con al menos un 99 % de identidad
con la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR con al menos un 99
% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6.

En diversas modalidades de cualquiera de las composiciones farmacéuticas
comentadas anteriormente o en la presente descripcién, el primer dominio de unién al
antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 4 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
6, y el segundo dominio de unidn al antigeno comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una region constante de la
cadena pesada de IgG humana unida, respectivamente, a la HCVR de cada uno del
primer dominio de union al antigeno y el segundo dominio de unioén al antigeno. En
algunos casos, la region constante de la cadena pesada es de isotipo IgG1. En algunos
casos, la region constante de la cadena pesada es de isotipo IgG4. En algunas
modalidades, la regién constante de la cadena pesada unida a la HCVR del primer
dominio de unién al antigeno o la regién constante de la cadena pesada unida ala HCVR
del segundo dominio de unién al antigeno, pero no ambos, contiene una modificacion
de aminoécidos que reduce la union a la proteina A en relacion con una cadena pesada
del mismo isotipo sin la modificacion. En algunos casos, la modificacién comprende una
sustitucién H435R (numeracion de EU) en una cadena pesada de isotipo IgG1 o 1gG4.
En algunos casos, la modificacion comprende una sustitucion H435R y una sustituciéon
Y436F (numeracion de EU) en una cadena pesada de isotipo IgG1 o 1gG4.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una bisagra quimérica. Por

ejemplo, la bisagra quimérica comprende, en una modalidad, una primera secuencia de



aminodcidos o una secuencia de “bisagra superior”, derivada de una regién bisagra de
IgG1 humana o una region bisagra de IgG4 humana y una segunda secuencia de
aminodcidos o una secuencia de “bisagra inferior”, derivada de una regién bisagra de
IgG2 humana. En determinadas modalidades, la secuencia primera o “bisagra superior”
comprende residuos de aminoacidos de las posiciones 216 a 227 de acuerdo con la
numeracion de EU. En algunas modalidades, la secuencia segunda o “bisagra inferior”
comprende residuos de aminoacidos de las posiciones 228 a 236 de acuerdo con la
numeracion de EU. En algunos casos en los que la region constante de la cadena
pesada del anticuerpo es del isotipo 1gG4, la bisagra quimérica comprende una
secuencia bisagra superior de IgG4 humana (posiciones 216 a 227 segun la numeracion
de EU) y una secuencia bisagra inferior de IgG2 humana (posiciones 228 a 236 segun
numeracion de EU). En algunos casos en los que la region constante de la cadena
pesada del anticuerpo es del isotipo IgG1, la bisagra quimérica comprende una
secuencia bisagra superior de IgG1 humana (posiciones 216 a 227 segun la numeracion
de EU) y una secuencia bisagra inferior de IgG2 humana (posiciones 228 a 236 segun
numeracion de EU). En algunas modalidades en las que la region constante de la
cadena pesada es del isotipo IgG1, y el anticuerpo comprende una bisagra quimérica,
el dominio CH2 de la regidn constante de la cadena pesada de otro modo IgG1 es del
isotipo IgG4. A menos que se indique lo contrario, las referencias a una regién constante
de cadena pesada de IgG1 o 1gG4 incluyen regiones constantes de cadena pesada que
comprenden una bisagra quimérica (por ejemplo, una secuencia de bisagra superior de
IgG1l o IgG4, respectivamente, y una secuencia de bisagra inferior de 19G2). Por
ejemplo, la referencia a una regién constante de cadena pesada de IgG1 incluye una
region constante de cadena pesada de IgG1 que comprende una secuencia de bisagra
inferior de 1gG2, y la referencia a una region constante de cadena pesada de IgG4
incluye una regién constante de cadena pesada de IgG4 que comprende una secuencia
de bisagra inferior de 1gG2.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico comprende una regién
constante de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, 17, 18 y 19. En algunas
modalidades, el anticuerpo biespecifico comprende una regién constante de la cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 y una region
constante de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 17. En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico comprende una regién

constante de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ



ID NO: 18 y una region constante de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19.

En diversas modalidades de cualquiera de las composiciones farmacéuticas
comentadas anteriormente o0 en la presente descripcion, el anticuerpo comprende una
primera cadena pesada que contiene la HCVR del primer dominio de unién al antigeno
y una segunda cadena pesada que contiene la HCVR del segundo dominio de union al
antigeno, en donde la primera cadena pesada comprende los residuos 1-452 de la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1y la segunda cadena pesada comprende
los residuos 1-448 de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas
modalidades, el anticuerpo comprende una cadena ligera comun que contiene la LCVR
del primer y segundo dominios de unién al antigeno, en donde la cadena ligera comun
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

En diversas modalidades de cualquiera de las composiciones farmacéuticas
comentadas anteriormente o en la presente descripcién, el anticuerpo comprende una
primera cadena pesada que contiene la HCVR del primer dominio de union al antigeno
y una segunda cadena pesada que contiene la HCVR del segundo dominio de unién al
antigeno, en donde la primera cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 1 y la segunda cadena pesada comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades, el anticuerpo comprende
una cadena ligera comuan que contiene la LCVR del primer y segundo dominios de unién
al antigeno, en donde la cadena ligera comun comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una formulaciéon farmacéutica
que comprende: (a) 2 mg/mL £ 0,2 mg/mL de un anticuerpo biespecifico que comprende
un primer dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y
un segundo dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano,
en donde el primer dominio de unién al antigeno comprende una HCVR que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de union al
antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:
6; (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, pH 5,8 + 0,2, (c) polisorbato 80 al 0,1 %
+ 0,01 % p/vy (d) sacarosa al 10 % + 1 % plv.

En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta de: (a) 2 mg/mL +
0,2 mg/mL del anticuerpo, (b) 3,65 mM £ 0,2 mM de L-histidina (c) 6,35 mM % 0,2 mM

10



de monoclorhidrato de L-histidina, y (d) polisorbato 80 al 0,1% =+ 0,01% p/v, en agua a
pH 5,8 + 0,2. En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta de: (a)
2 mg/mL + 0,2 mg/mL del anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL £ 0,1 mg/mL de L-histidina (c) 1,33
mg/mL = 0,1 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) polisorbato 80
1 mg/mL + 0,1 mg/mL, y (e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH 5,8 +
0,2.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una formulacion farmaceéutica
que comprende: (a) 20 mg/mL £ 2 mg/mL de un anticuerpo biespecifico que comprende
un primer dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y
un segundo dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano,
en donde el primer dominio de unién al antigeno comprende una HCVR que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de unién al
antigeno comprende una HCVR gque comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
6; (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, pH 5,8 = 0,2, (c) polisorbato 80 al 0,1 %
+ 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v.

En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta de: (a) 20 mg/mL +
2 mg/mL del anticuerpo, (b) 3,65 mM + 0,2 mM L-histidina (c) 6,35 mM £ 0,2 mM L-
histidina monohidrato, y (d) polisorbato 80 al 0,1 % + 0,01 % p/v, en agua a pH 5,8 +
0,2. En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta de: (a) 20 mg/mL +
2 mg/mL del anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL = 0,1 mg/mL de L-histidina (c) 1,33 mg/mL +
0,1 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) polisorbato 80 1 mg/mL
+ 0,1 mg/mL, y (e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH 5,8 = 0,2.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una formulacion farmacéutica
gue comprende: (a) 80 mg/mL + 8 mg/mL de un anticuerpo biespecifico que comprende
un primer dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y
un segundo dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano,
en donde el primer dominio de unién al antigeno comprende una HCVR que comprende
la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de union al
antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
6; (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, pH 5,8 £ 0,2, (c) polisorbato 80 al 0,1 %
+ 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % = 1 % plv.
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En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica consta de: (a) 80 mg/mL +
8 mg/mL del anticuerpo, (b) 3,65 mM + 0,2 mM de L-histidina (c) 6,35 mM £ 0,2 mM de
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, y (d) 0,1% =+ polisorbato 80 al 0,01 % pl/v,
en agua a pH 5,8 £ 0,2. En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta
de: (a) 80 mg/mL + 8 mg/mL del anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL de L-histidina
(¢) 1,33 mg/mL = 0,1 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d)
polisorbato 80 a 1 mg/mL + 0,1 mg/mL, y (e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en
aguaapH>5,8+0,2.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una formulaciéon farmacéutica
que comprende: (a) 100 mg/mL + 10 mg/mL de un anticuerpo biespecifico que
comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20
humano y un segundo dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3
humano, en donde el primer dominio de unién al antigeno comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que
comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 6, y el segundo dominio de
union al antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia de amino&cidos de la
SEQ ID NO: 6; (b) amortiguador de histidina 10 mM + 1 mM, pH 5,8 + 0,2, (c) polisorbato
80 al 0,1 % + 0,01 % p/v, y (d) sacarosa al 10 % + 1 % p/v.

En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica consta de: (a) 100 mg/mL £
10 mg/mL del anticuerpo, (b) 3,65 mM £ 0,2 mM de L-histidina (c) 6,35 mM = 0,2 mM de
monoclorhidrato L-histidina monohidrato, y (d) polisorbato 80 al 0,1 % + 0,01 % p/v, en
agua a pH 5,8 + 0,2. En algunas modalidades, la formulacion farmacéutica consta de:
(a) 100 mg/mL + 10 mg/mL del anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL = 0,1 mg/mL de L-histidina
(c) 1,33 mg/mL £ 0,1 mg/mL de monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 1 mg/mL
+ 0,1 mg/mL de polisorbato 80, y (e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH
58+0,2.

En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica comprende: (a) de 1 a
200 mg/mL del anticuerpo (como se comentd anteriormente o en la presente
descripcion); (b) un amortiguador que comprende acetato o fosfato; (c) un codisolvente
organico que comprende polisorbato; y (d) un estabilizador que comprende un azucar;
en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3. En algunas modalidades, la

formulacion farmacéutica comprende: (a) de 1 a 200 mg/mL del anticuerpo (por ejemplo,
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2 mg/mL, 20 mg/mL, 80 mg/mL o 100 mg/mL), (b) amortiguador acetato o fosfato 1-
50 mM, y (d) polisorbato 80 al 0,1 % + 0,01 % p/v, en agua a pH 5,8 + 0,2.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica,
en donde la composicion comprende la formulaciéon farmacéutica como se comenta
anteriormente o en la presente descripcion y la composicion esta contenida en un
envase. En algunas modalidades, el envase es un vial. En algunos casos, el vial es un
vial de vidrio transparente tipo 1 de 2 ml, 5 MI, 10 mL o 20 mL. En algunas modalidades,
el envase es una jeringa. En algunos casos, la jeringa es de vidrio con bajo contenido
de tungsteno. En algunas modalidades, el envase es una jeringa precargada. En
algunas modalidades, la composicion esta contenida en un autoinyector.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un estuche que comprende (i)
un envase que contiene una composicién que comprende la formulacion farmacéutica
como se comenta anteriormente o0 en la presente descripcion, e instrucciones para el
uso de la composicién. En algunas modalidades, el envase es un vial de vidrio. En
algunas modalidades, el envase es una jeringa precargada. En algunas modalidades, el
envase es un autoinyector. En algunos casos, las instrucciones citan la administracion
subcutanea de la composicibn. En algunos casos, las instrucciones citan la
administracion intravenosa de la composicion.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un envase, opcionalmente
en donde el envase es un vial de vidrio, que contiene 2 mg de anticuerpo en una
formulacion estable, en donde la formulacién comprende (a) 2 mg/mL = 0,2 mg/mL del
anticuerpo, (b) 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL de L-histidina (c) 1,33 mg/mL = 0,1 mg/mL de
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 1 mg/mL + 0,1 mg/mL polisorbato 80, y
(e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH 5,8 + 0,2. En una modalidad, la
presente invencion proporciona un envase, opcionalmente en donde el envase es un
vial de vidrio, que contiene 20 mg, 80 mg o 160 mg de anticuerpo en una formulacién
estable, en donde la formulacion comprende (a) 20 mg/mL + 2 mg/ mL del anticuerpo,
(b) 0,57 mg/mL £ 0,1 mg/mL de L-histidina (¢) 1,33 mg/mL £+ 0,1 mg/mL de
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 1 mg/mL + 0,1 mg/mL polisorbato 80, y
(e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH 5,8 + 0,2. En una modalidad, la
presente invencion proporciona un envase, opcionalmente en donde el envase es un
vial de vidrio, que contiene 100 mg, 200 mg o 400 mg de anticuerpo en una formulacién
estable, en donde la formulacién comprende (a) 100 mg/mL + 10 mg/ mL del anticuerpo,
(b) 0,57 mg/mL = 0,1 mg/mL de L-histidina (c) 1,33 mg/mL + 0,1 mg/mL de
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monoclorhidrato de L-histidina monohidrato, (d) 1 mg/mL + 0,1 mg/mL polisorbato 80, y
(e) 100 mg/mL + 10 mg/mL de sacarosa, en agua a pH 5,8 £ 0,2.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una forma de dosificacion
unitaria que comprende la formulacion farmacéutica como se comenté anteriormente o
en la presente descripcion, en donde el anticuerpo esta presente en una cantidad de 0,1
mg a 500 mg. En algunos casos, el anticuerpo esta presente en una cantidad de 2 a 2,5
mg. En algunos casos, el anticuerpo esta presente en una cantidad de 10 a 11 mg. En
algunos casos, el anticuerpo esta presente en una cantidad de 20 a 25 mg. En algunos
casos, el anticuerpo esta presente en una cantidad de 80 a 90 mg. En algunos casos,
el anticuerpo esta presente en una cantidad de 100 a 125 mg. En algunos casos, el
anticuerpo esta presente en una cantidad de 160 a 180 mg. En algunos casos, el
anticuerpo esta presente en una cantidad de 190 a 210 mg. En algunos casos, el
anticuerpo esté presente en una cantidad de 320 a 360 mg. En algunas modalidades,
la forma de dosificacion unitaria es un vial de vidrio. En algunas modalidades, la forma
de dosificacion unitaria es una jeringa precargada. En algunas modalidades, la forma de
dosificacién unitaria es un autoinyector.

En cualquiera de las composiciones farmacéuticas, estuches o formas de
dosificaciéon unitaria comentadas anteriormente o en la presente descripcion, el envase
que contiene la formulacion farmacéutica puede comprender un espacio superior que
comprende un gas en el que el gas comprende menos del 5 % de oxigeno en volumen.
En algunos casos, el gas comprende menos del 1 % de oxigeno en volumen. En algunos
casos, el gas comprende no mas del 0,1 % de oxigeno en volumen.

En un aspecto, la presente invencidén proporciona un envase que contiene una
composicion farmacéutica, en donde la composicion comprende la formulacion
farmacéutica como se comenta anteriormente o en la presente descripcion. En algunos
casos, el envase es una jeringa. En algunos casos, el envase es una jeringa precargada.
En algunos casos, el envase es un autoinyector. En algunos casos, el envase es un vial
de vidrio.

En diversas modalidades, cualquiera de las caracteristicas o componentes de las
modalidades comentadas anteriormente o en la presente descripcion pueden
combinarse, y dichas combinaciones se incluyen dentro del alcance de la presente
descripcion. Cualquier valor especifico comentado anteriormente o en la presente
descripcion puede combinarse con otro valor relacionado comentado anteriormente o
en la presente descripcién para citar un intervalo con los valores que representan los

extremos superior e inferior del intervalo, y tales intervalos se comprenden dentro del
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alcance de la presente descripcion. Cada uno de los valores comentados anteriormente
0 en la presente descripcién puede expresarse con una variacion del 1 %, 5 %, 10 % o
20 %. Por ejemplo, una concentracion de 10 mM puede expresarse como 10 mM + 0,1
mM (variacién del 1 %), 10 mM £ 0,5 mM (variacién del 5 %), 10 mM £ 1 mM (variacion
del 10 %) 0 10 mM + 2 mM (variacién del 20 %).

Otras modalidades seran evidentes a partir de una revisién de la siguiente

descripcion detallada.

DESCRIPCION DETALLADA

Antes de describir la presente invencién, debe entenderse que esta invencién no

se limita a los métodos particulares ni a las condiciones experimentales que se
describen, ya que estos métodos y condiciones pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada en la presente descripcion tiene el propésito de
describir modalidades particulares solamente, y no pretende ser limitante, ya que el
alcance de la presente invencion se limitara solamente por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
usados en la presente descripcion tienen el mismo significado que entiende
comunmente una persona experta en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Como se usa en la presente descripcion, el término "aproximadamente", cuando se usa
en referencia a un valor o intervalo de valores numéricos descritos en particular, significa
que el valor puede variar con respecto al valor descrito en no mas de 1 %. Por ejemplo,
como se usa en la presente descripcion, la expresiéon "aproximadamente 100" incluye
99 y 101 y todos los valores intermedios (por ejemplo, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, etc.).

Aunque cualquier método y material similares o equivalentes a los descritos en la
presente descripcidon pueden usarse en la practica o en las pruebas de la presente
invencién, ahora se describen métodos y materiales ilustrativos. Todas las patentes,
solicitudes y publicaciones que no son patentes mencionadas en esta descripcion se
incorporan en la presente descripcion como referencia en su totalidad.
FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Como se usa en la presente descripcion, la expresion "formulaciéon farmacéutica”
significa una combinacién de al menos un ingrediente activo (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico anti-CD20 x anti-CD3, que es capaz de ejercer un efecto biolégico en un
ser humano o un animal no humano), y al menos un ingrediente inactivo que, cuando
se combina con el ingrediente activo y/o uno o mas ingredientes inactivos adicionales,

es adecuado para la administracién terapéutica a un ser humano o un animal no
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humano. El término "formulaciéon”, como se usa en la presente descripcion, significa
"formulacion farmacéutica" a menos que se indique especificamente lo contrario. La
presente invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos
un polipéptido terapéutico. De acuerdo con determinadas modalidades de la presente
invencién, el polipéptido terapéutico es un anticuerpo biespecifico que se une
especificamente a CD20 humano y CD3 humano o un fragmento de union al antigeno
de este. Mas especificamente, la presente invencién incluye formulaciones
farmacéuticas que comprenden: (i) un anticuerpo biespecifico humano que se une
especificamente a CD20 humano y CD3 humano; (ii) un amortiguador que comprende
histidina; (iii) un codisolvente organico que comprende polisorbato; y (iv) un estabilizador
gue comprende un azucar. Pueden incluirse componentes adicionales en las
formulaciones de la presente invencién si dichos componentes no interfieren
significativamente con la estabilidad de la formulacion. Los componentes y
formulaciones ilustrativos especificos que se incluyen dentro de la presente invencién
se describen en detalle mas abajo.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden, en
determinadas modalidades, ser formulaciones fluidas. Como se usa en la presente
descripcion, la expresion "formulacion fluida" significa una mezcla de al menos dos
componentes que existe predominantemente en el estado fluido de aproximadamente
2 °C a aproximadamente 45 °C. Las formulaciones fluidas incluyen, entre otras cosas,
formulaciones liquidas. Las formulaciones fluidas pueden ser de viscosidad baja,
moderada o alta en dependencia de sus constituyentes particulares.

ANTICUERPOS BIESPECIFICOS QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A CD20
HUMANO Y CD3 HUMANO

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden comprender un
anticuerpo biespecifico humano o un fragmento de unién al antigeno de este, que se
une especificamente a CD20 humano y CD3 humano.

El término "anticuerpo”, como se usa en la presente descripcién, que incluye un
"anticuerpo  biespecifico," generalmente intenta referirse a moléculas de
inmunoglobulina que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas
(H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, asi como sus
multimeros (por ejemplo, IgM); sin embargo, las moléculas de inmunoglobulina que
consisten Unicamente en cadenas pesadas (es decir, que carecen de cadenas ligeras)
también se incluyen dentro de la definicion del término "anticuerpo”. Cada cadena

pesada comprende una regién variable de la cadena pesada (abreviada en la presente
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descripcion como HCVR o VH) y una region constante de la cadena pesada. La region
constante de la cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada
cadena ligera comprende una regién variable de la cadena ligera (abreviada en la
presente descripcion como LCVR o VL) y una regién constante de la cadena ligera. La
region constante de la cadena ligera comprende un dominio (CL1). Las regiones VH y
VL también pueden subdividirse en regiones de hipervariabilidad, denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que
son mas conservadas, denominadas regiones de marco (FR). Cada VH y VL esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el terminal amino hasta el
terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.
En determinadas modalidades de la invencion, los anticuerpos biespecificos anti-
CD20 x anti-CD3 de la invencién son anticuerpos humanos. El término "anticuerpo
humano”, como se usa en la presente descripcion, pretende incluir anticuerpos que
tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir
residuos de aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis
aleatoria o especifica de sitio in vitro 0 mediante mutacion somatica in vivo), por ejemplo,
en las CDR y en la CDR3 en patrticular. Sin embargo, el término "anticuerpo humano,"
como se usa en la presente descripcion, no pretende incluir anticuerpos en los que las
secuencias de CDR que derivan de la linea germinal de otras especies de mamiferos,
tal como un ratén, se injertan en secuencias de marco humanas. En diversas
modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 es un anticuerpo IgG
humano. En diversas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 es
un anticuerpo humano de isotipo IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4, o isotipo mixto. En algunas
modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 es un anticuerpo IgG1
humano (es decir, el anticuerpo comprende una region constante de la cadena pesada
de 1gG1 humana unida, respectivamente, a la HCVR de cada uno del primer dominio de
union al antigeno y el segundo dominio de union al antigeno). En algunas modalidades,
el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 es un anticuerpo IgG4 humano (es decir,
el anticuerpo comprende una region constante de la cadena pesada de IgG4 humana
unida, respectivamente, a la HCVR de cada uno del primer dominio de unién al antigeno
y el segundo dominio de uniéon al antigeno. En cualquiera de las modalidades
comentadas anteriormente o en la presente descripcion, el anticuerpo biespecifico anti-

CD20 x anti-CD3 puede comprender una cadena ligera kappa humana. En cualquiera
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de las modalidades comentadas anteriormente o en la presente descripcion, el
anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 puede comprender una cadena ligera
lambda humana.

En cualesquiera modalidades, el anticuerpo biespecifico puede incluir una
modificacibn en una o ambas cadenas pesadas para facilitar la purificaciéon del
anticuerpo biespecifico (es decir, el heterodimero) a partir de impurezas homodiméricas.
En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos incluyen las primera y segunda
cadenas pesadas (es decir, la cadena pesada del brazo de unién anti-CD20 y la cadena
pesada del brazo de unién anti-CD3) que son idénticas (por ejemplo, ambas de isotipo
lgG1 o 1gG4) excepto por una modificacion en el dominio CH3 de una u otra cadena
pesada que reduce la union del anticuerpo biespecifico a la proteina A en comparacion
con un anticuerpo que carece de la modificacion. En algunos casos, el dominio CH3 de
la primera cadena pesada (por ejemplo, del brazo de union anti-CD20) se une a la
proteina A y el dominio CH3 de la segunda cadena pesada (por ejemplo, del brazo de
union anti-CD3) contiene una mutacion que reduce o anula la union a la proteina A. En
algunos casos, la mutacién es una modificacion H435R (por numeracion de EU; H95R
por numeracion de exén IMGT). En algunos casos, la mutacién es una madificacion
H435R (por numeracion de EU; H95R por numeracién de exén IMGT) y una
modificacién Y436F (por numeracion de EU; Y96F por IMGT). Otras modificaciones que
pueden encontrarse dentro del segundo dominio CH3 incluyen: D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M y V422| por EU (D16E, L18M, N44S, K52N, V57M y V82| por IMGT) en
el caso de los dominios CH3 de la IgG1; y Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K,
E419Q y V4221 por EU (Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q y V82| por IMGT) en
el caso de los dominios CH3 de la IgG4.

En cualesquiera modalidades, el anticuerpo biespecifico puede incluir una bisagra
quimérica. EIl término "bisagra quimérica" pretende incluir una proteina quimérica que
comprende una primera secuencia de aminoacidos derivada de la region bisagra de una
molécula de Ig y una segunda secuencia de aminoacidos derivada de la region bisagra
de una clase o subclase diferente de molécula de Ig. Por ejemplo, la bisagra quimérica
comprende, en una modalidad, una primera secuencia de aminoacidos o0 una secuencia
de “bisagra superior”, derivada de una regién bisagra de IlgG1 humana o una region
bisagra de IgG4 humana y una segunda secuencia de aminoacidos o una secuencia de
“bisagra inferior”, derivada de una region bisagra de IgG2 humana. En determinadas
modalidades, la secuencia primera o “bisagra superior” comprende residuos de

aminodcidos de las posiciones 216 a 227 de acuerdo con la numeracion de EU. En
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algunas modalidades, la secuencia segunda o “bisagra inferior” comprende residuos de
aminodcidos de las posiciones 228 a 236 de acuerdo con la numeracién de EU.

En algunas modalidades, los anticuerpos de la invencién pueden ser anticuerpos
humanos recombinantes. El término "anticuerpo humano recombinante”, como se usa
en la presente descripcién, pretende incluir todos los anticuerpos humanos que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como los
anticuerpos expresados mediante el uso de un vector de expresion recombinante
transfectado en una célula hospedera, anticuerpos aislados de una biblioteca de
anticuerpos humanos combinatorios recombinantes, anticuerpos aislados de un animal
(por ejemplo, un raton) que es transgénico para los genes de inmunoglobulina humana
(ver, por ejemplo, Taylor y otros (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) o los anticuerpos
preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique el
empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina humana a otras secuencias de
ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y
constantes derivadas de las secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal
humana. En determinadas modalidades, sin embargo, dichos anticuerpos humanos
recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal
transgénico para las secuencias de Ig humanas, mutagénesis somética in vivo) y, por
ello, las secuencias de los aminoacidos de las regiones Vy y V. de los anticuerpos
recombinantes son secuencias que, aunque derivan de y se relacionan con secuencias
Vuy Vi de lalinea germinal humana, pueden no existir naturalmente dentro del repertorio
de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Los términos "porcién de union al antigeno" o "fragmento de unién al antigeno" de
un anticuerpo (o simplemente "porcién de anticuerpo” o "fragmento de anticuerpo"),
como se usa en la presente descripcion, se refiere a uno o mas fragmentos de un
anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a CD20 humano o CD3
humano.

Un "anticuerpo aislado”, como se usa en la presente descripcion, intenta referirse
a un anticuerpo que estd sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico aislado
gue se une especificamente a CD20 humano y CD3 humano esta sustancialmente libre
de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos diferentes de CD20 humano
y CD3 humano).

El término "se une especificamente”, o similar, significa que un anticuerpo o

fragmento de unién al antigeno de este forma un complejo con un antigeno que es
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relativamente estable en condiciones fisioldégicas. La union especifica puede
caracterizarse por una constante de disociacion de al menos aproximadamente 1 x 106
M o mayor. Los métodos para determinar si dos moléculas se unen especificamente se
conocen hien en la técnica e incluyen, por ejemplo, didlisis de equilibrio, resonancia de
plasmén superficial y similares. Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une
especificamente a CD20 humano y CD3 humano puede tener reactividad cruzada con
otros antigenos, tales como moléculas CD20 o CD3 de otras especies (ortdlogas). En el
contexto de la presente invencion, se considera que los anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, biespecificos) que se unen a CD20 humano y CD3 humano asi como uno
0 mas antigenos adicionales se "unen especificamente” a CD20 humano y CD3
humano. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otros
materiales celulares y/o productos quimicos.

En el documento nim. WO 2014/047231 se describen anticuerpos biespecificos
anti-CD20 x anti-CD3 ilustrativos que pueden incluirse en las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencién, cuya descripcidn se incorpora como referencia
en su totalidad.

De acuerdo con determinadas modalidades de la presente invencion, el anticuerpo
biespecifico anti-CD20 x anti-CD3, o fragmento de union al antigeno de este, comprende
un primer dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD20 humano y
un segundo dominio de unién al antigeno que se une especificamente a CD3 humano,
en donde el primer dominio de unién al antigeno comprende las regiones determinantes
de la complementariedad de la cadena pesada (CDR) A1-HCDR1, A1-HCDR2 y Al-
HCDRS3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 7,8y 9, y el segundo dominio de unién al antigeno comprende las CDR de la
cadena pesada A2-HCDR1, A2-HCDR2 y A2-HCDR3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 10, 11y 12. De acuerdo
con determinadas modalidades de la presente invencién, el anticuerpo biespecifico anti-
CD20 x anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno de este, comprende regiones
determinantes de la complementariedad de la cadena ligera comunes (para ambos
dominios de wunién al antigeno primero y segundo) LCDR1-LCDR2-LCDR3,
respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
13, 14y 15.

En determinadas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 o
fragmento de unién al antigeno de este, comprende un primer dominio de unién al

antigeno que se une especificamente a CD20 humano y un segundo dominio de union
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al antigeno que se une especificamente a CD3 humano, en el que el primer dominio de
unién al antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (HCVR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, y el segundo dominio de
unién al antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 5. En determinadas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20
X anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno de este, comprende una region variable de
la cadena ligera (LCVR) comun que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 6. En determinadas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-
CD3 o fragmento de union al antigeno de este, comprende un primer dominio de unién
al antigeno que comprende un par de secuencias de aminoacidos HCVR/LCVR que
comprende las secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 4/6, y un segundo
dominio de unién al antigeno que comprende un par de secuencias de aminoacidos
HCVR/LCVR que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 5/6.
En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 comprende
los pares de secuencias HCVR/LCVR indicados anteriormente, y una region constante
de la cadena pesada de IgGl humana. En algunas modalidades, el anticuerpo
biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 comprende los pares de secuencias HCVR/LCVR
indicados anteriormente, y una regién constante de la cadena pesada de IgG4 humana.
En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 comprende
los pares de secuencias HCVR/LCVR indicados anteriormente, y una regidén constante
de la cadena pesada de IgG humana. En algunas modalidades, el anticuerpo
biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 comprende los pares de secuencias HCVR/LCVR
indicados anteriormente, y una regién constante de la cadena pesada IgGl o IgG4
humana. En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3
comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. Un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x
anti-CD3 ilustrativo con un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano y comprende una HCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano y comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia

de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 se denomina en la presente descripcion como
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REGN1979. En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico tiene una primera
cadena pesada (que incluye la HCVR que se une especificamente a CD20 humano) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena
pesada (que incluye la HCVR que se une especificamente a CD3 humano) que
comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comun
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. En algunos casos, la
forma madura del anticuerpo puede no incluir los residuos de lisina C terminal de las
SEQ ID NO: 1 y 2. Por tanto, en algunos casos, el brazo de unién anti-CD20 del
anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende los residuos 1-452 de la
SEQ ID NO: 1, y el brazo de unién anti-CD3 del anticuerpo comprende una cadena
pesada que comprende los residuos 1-448 de la SEQ ID NO: 2.

La cantidad de anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno de este,
contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas de la presente descripcion puede
variar en funcién de las propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi
como de las circunstancias y propositos particulares para los que se pretende usar las
formulaciones. En determinadas modalidades, las formulaciones farmacéuticas pueden
contener de aproximadamente 0,1 mg/mL a aproximadamente 500 mg/mL de
anticuerpo; de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximadamente 400 mg/mL de
anticuerpo; de aproximadamente 1 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL de
anticuerpo; de aproximadamente 2 mg/mL a aproximadamente 100 mg/mL; de
aproximadamente 1 mg/mL a aproximadamente 5 mg/mL de anticuerpo; de
aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 30 mg/mL de anticuerpo; de
aproximadamente 75 mg/mL a aproximadamente 125 mg/mL; de aproximadamente
5mg/mL a aproximadamente 50 mg/mL; o de aproximadamente 2 mg/mL a
aproximadamente 160 mg/mL de anticuerpo. Por ejemplo, las formulaciones de la
presente invencibn pueden ser formulaciones liquidas que comprenden
aproximadamente 0,5 mg/mL; aproximadamente 1 mg/mL; aproximadamente 2 mg/mL;
aproximadamente 3 mg/mL; aproximadamente 4 mg/mL; aproximadamente 5 mg/mL;
aproximadamente 6 mg/mL; aproximadamente 7 mg/mL; aproximadamente 8 mg/mL;
aproximadamente 9 mg/mL; aproximadamente 10 mg/mL; aproximadamente 11 mg/mL;
aproximadamente 12 mg/mL; aproximadamente 13 mg/mL; aproximadamente 14
mg/mL; aproximadamente 15 mg/mL; aproximadamente 16 mg/mL; aproximadamente
17 mg/mL; aproximadamente 18 mg/mL; aproximadamente 19 mg/mL;
aproximadamente 20 mg/mL; aproximadamente 21 mg/mL; aproximadamente 22

mg/mL; aproximadamente 23 mg/mL; aproximadamente 24 mg/mL; aproximadamente
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25 mg/mL; aproximadamente 26 mg/mL; aproximadamente 27 mg/mL;
aproximadamente 28 mg/mL; aproximadamente 29 mg/mL; aproximadamente 30
mg/mL; aproximadamente 35 mg/mL; aproximadamente 40 mg/mL; aproximadamente
45 mg/mL; aproximadamente 50 mg/mL; aproximadamente 55 mg/mL;
aproximadamente 60 mg/mL; aproximadamente 65 mg/mL; aproximadamente 70
mg/mL; aproximadamente 75 mg/mL; aproximadamente 80 mg/mL; aproximadamente
85 mg/mL; aproximadamente 90 mg/mL; aproximadamente 95 mg/mL;
aproximadamente 96 mg/mL; aproximadamente 97 mg/mL; aproximadamente
98 mg/mL; aproximadamente 99 mg/mL; aproximadamente 100 mg/mL;
aproximadamente 101 mg/mL; aproximadamente 102 mg/mL; aproximadamente
103 mg/mL; aproximadamente 104 mg/mL; aproximadamente 105 mg/mL;
aproximadamente 110 mg/mL; aproximadamente 115 mg/mL; aproximadamente
120 mg/mL; aproximadamente 125 mg/mL; aproximadamente 130 mg/mL;
aproximadamente 135 mg/mL; aproximadamente 140 mg/mL; aproximadamente
145 mg/mL; aproximadamente 150 mg/mL; aproximadamente 155 mg/mL;
aproximadamente 160 mg/mL; aproximadamente 165 mg/mL; aproximadamente
170 mg/mL; aproximadamente 175 mg/mL; aproximadamente 180 mg/mL;
aproximadamente 185 mg/mL; aproximadamente 190 mg/mL; aproximadamente
195 mg/mL o aproximadamente 200 mg/mL de un anticuerpo o un fragmento de unién
al antigeno de este, que se une especificamente a CD20 humano y CD3 humano. En
determinadas modalidades, las formulaciones farmacéuticas son formulaciones liquidas
que pueden contener 1 + 0,1 mg/mL a 200 + 20 mg/mL de anticuerpo; 2 + 0,2 mg/mL a
100 + 10 mg/mL de anticuerpo; 1 + 0,5 mg/mL a 30 + 5 mg/mL de anticuerpo; 10 + 1
mg/mL a 30 + 3 mg/mL de anticuerpo; 1 + 0,1 mg/mL a 3 + 0,3 mg/mL de anticuerpo; 15
+ 1,5 mg/mL a 25 + 2,5 mg/mL de anticuerpo; 90 + 5 mg/mL a 110 + 5 mg/mL de
anticuerpo; o 150 =+ 7,5 mg/mL a 170 + 7,5 mg/mL de anticuerpo. En algunas
modalidades, las formulaciones farmacéuticas contienen 2 + 0,2 mg/mL de anticuerpo.
En algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas contienen 20 + 2 mg/mL de
anticuerpo. En algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas contienen 80 + 8
mg/mL de anticuerpo. En algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas
contienen 100 + 10 mg/mL de anticuerpo.
Bioequivalentes

La presente invencidn incluye anticuerpos que tienen secuencias de aminoacidos
que varian con respecto a las de las moléculas ilustrativas descritas en la presente

descripcion, pero que retienen la capacidad de unirse a CD20 humano y CD3 humano.
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Dichas moléculas variantes pueden comprender una o mas adiciones, eliminaciones o
sustituciones de aminoacidos cuando se comparan con la secuencia progenitora, pero
muestran actividad bioldgica que es esencialmente equivalente a la de los anticuerpos
comentados en la presente descripcion.

La presente invencién incluye las moléculas de unién a antigeno que son
bioequivalentes a cualquiera de los anticuerpos ilustrativos que se exponen en la
presente. Dos anticuerpos se consideran bioequivalentes si, por ejemplo, son
equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas cuya velocidad y grado de
absorcion no muestran una diferencia significativa cuando se administran en la misma
dosis molar en condiciones experimentales similares, ya sea dosis unitarias o dosis
multiples. Algunos anticuerpos se considerardn equivalentes o alternativas
farmacéuticas si son equivalentes en el grado de su absorcién pero no en su tasa de
absorcion y aun pueden considerarse bioequivalentes debido a que dichas diferencias
en la tasa de absorcion son intencionales y se reflejan en el etiquetado, no son
esenciales para lograr concentraciones eficaces del farmaco en el cuerpo, por ejemplo,
en el uso crénico, y se consideran insignificantes desde el punto de vista médico para
el medicamento estudiado en cuestion.

En una modalidad, dos anticuerpos son bioequivalentes si no hay diferencias
clinicamente significativas en cuanto a su seguridad, pureza y potencia.

En una modalidad, dos anticuerpos son bioequivalentes si un paciente puede
cambiar una o mas veces entre el producto de referencia y el producto biolégico sin un
aumento esperado del riesgo de efectos adversos, que incluyen un cambio clinicamente
significativo en la inmunogenicidad, o una efectividad disminuida, en comparacién con
el tratamiento continuado sin dicho cambio.

La bioequivalencia se puede demostrar mediante métodos in vivo e in vitro. Las
medidas de bioequivalencia incluyen, por ejemplo, (a) una prueba in vivo en seres
humanos u otros mamiferos, en los que la concentracion del anticuerpo o sus
metabolitos se mide en sangre, plasma, suero u otro fluido biolégico en funcion del
tiempo; (b) una prueba in vitro que se ha correlacionado con y es razonablemente
predictiva de los datos de biodisponibilidad in vivo en humanos; (c) una prueba in vivo
en seres humanos u otros mamiferos en los que el efecto farmacolégico agudo
adecuado del anticuerpo (o su objetivo) se mide como una funcién del tiempo y (d) en
un ensayo clinico bien controlado que establece la seguridad, eficacia o
biodisponibilidad o bioequivalencia de una proteina de unién al antigeno.

Excipientes de la formulacion y pH
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Las formulaciones farmacéuticas de la presente descripcibn comprenden uno o
mas excipientes. El término "excipiente", como se usa en la presente descripcion,
significa cualquier agente no terapéutico adicionado a la formulacién para proporcionar
una consistencia, viscosidad o efecto estabilizador deseados.

En determinadas modalidades, las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencién tienen una viscosidad de menos de 15 cP, lo que es ventajoso para
administrar las composiciones desde una jeringa precargada o un autoinyector. En
algunos casos, las formulaciones farmacéuticas tienen una viscosidad de menos de
14 cP, menos de 13 cP, menos de 12 cP, menos de 11 cP, menos de 10 cP, menos de
9 cP, menos de 8 cP, menos de 7 cP, menos de 6 cP, menos de 5 cP, menos de 4 cP,
menos de 3 cP, menos de 2 cP o menos de 1,5 cP a 20 °C cuando se mide mediante el
uso de un viscosimetro capilar (por ejemplo, como se comenta en el Ejemplo 3). En
algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas tienen una viscosidad de menos
de 15 cP a concentraciones de anticuerpos de hasta 150 mg/mL a 20 °C cuando se
mide mediante el uso de un viscosimetro capilar (por ejemplo, como se comenta en el
Ejemplo 3). En algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas tienen una
viscosidad de menos de 5 cP a concentraciones de anticuerpo de hasta 100 mg/mL a
20 °C cuando se mide mediante el uso de un viscosimetro capilar (por ejemplo, como
se comenta en el Ejemplo 3). En algunas modalidades, las formulaciones farmacéuticas
tienen una viscosidad de menos de 2 cP a concentraciones de anticuerpo de hasta 20
mg/mL a 20 °C cuando se mide mediante el uso de un viscosimetro capilar (por ejemplo,
como se comenta en el Ejemplo 3).

En determinadas modalidades, las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencién también comprenden uno o mas carbohidratos, por ejemplo, uno 0 mas
azucares. El azlcar puede ser un azlcar reductor o un azucar no reductor. Los
"azucares reductores" incluyen, por ejemplo, azlcares con un grupo cetona o aldehido
y contienen un grupo hemiacetal reactivo, que permite que el azlcar actle como agente
reductor. Los ejemplos especificos de azlcares reductores incluyen fructosa, glucosa,
gliceraldehido, lactosa, arabinosa, manosa, xilosa, ribosa, ramnosa, galactosa y
maltosa. Los azucares no reductores pueden comprender un carbono anomérico que
es un acetal y no es sustancialmente reactivo con aminoécidos o polipéptidos para
iniciar una reaccion de Maillard. Los ejemplos especificos de azlcares no reductores
incluyen sacarosa, trehalosa, sorbosa, sucralosa, melezitosa y rafinosa. Los acidos de
azucar incluyen, por ejemplo, acidos sacaricos, gluconato y otros polihidroxiazicares y

sales de estos. En algunas modalidades, el azUcar es sacarosa. En algunos casos, el
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azucar (por ejemplo, sacarosa) actia como estabilizador térmico para el anticuerpo
biespecifico anti-CD20 x anti-CD3.

La cantidad de azucar (por ejemplo, sacarosa) contenida en las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion variard dependiendo de las circunstancias
especificas y los propésitos previstos para los que se usan las formulaciones. En
determinadas modalidades, las formulaciones pueden contener de aproximadamente
0,1 % a aproximadamente 20 % de azUcar; aproximadamente 0,5 % a aproximadamente
20 % de azlcar; aproximadamente 1 % a aproximadamente 20 % de azlcar;
aproximadamente 2 % a aproximadamente 15 % de azlcar; aproximadamente 5 % a
aproximadamente 15 % de azUcar; aproximadamente 7,5 % a aproximadamente 12,5
% de azUcar; o aproximadamente 9 % a aproximadamente 11 % de azucar. Por ejemplo,
las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender
aproximadamente 0,5 %; aproximadamente 1,0 %; aproximadamente 1,5 %;
aproximadamente 2,0 %,; aproximadamente 2,5 %,; aproximadamente 3,0 %;
aproximadamente 3,5 %; aproximadamente 4,0%; aproximadamente 4,5 %;
aproximadamente 5,0 %; aproximadamente 5,5%; aproximadamente 6,0 %;
aproximadamente 6,5 %; aproximadamente 7,0 %; aproximadamente 7,5 %;
aproximadamente 8,0 %,; aproximadamente 8,5 %,; aproximadamente 9,0 %;
aproximadamente 9,5 %; aproximadamente 10,0 %; aproximadamente 10,5 %;
aproximadamente 11,0 %; aproximadamente 11,5 %; aproximadamente 12,0 %;
aproximadamente 12,5 %; aproximadamente 13,0 %; aproximadamente 13,5 %;
aproximadamente 14,0 %; aproximadamente 14,5 %; aproximadamente 15 % o
aproximadamente 20 % de azucar (por ejemplo, sacarosa). En algunas modalidades,
las formulaciones contienen aproximadamente un 10 % de azUcar (por ejemplo,
sacarosa). Cada uno de los porcentajes indicados anteriormente corresponde a un por
ciento de peso/volumen (p/v). En algunos casos, las formulaciones contienen de 5 % =
1% a 20 % £ 4 % pl/v de sacarosa. En algunos casos, las formulaciones contienen
sacarosa de 8 % + 0,5 % a 12 % £ 0,5 % p/v. En algunos casos, las formulaciones
contienen sacarosa al 10 % + 1 % p/v.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden
comprender uno o mas codisolventes organicos (o estabilizador de interfase) en un tipo
y en una cantidad que estabiliza el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 en
condiciones de manipulacion o agitacion bruscas, tales como, por ejemplo, agitacion
orbital. En algunas modalidades, el codisolvente organico es un tensioactivo. Como se

usa en la presente descripcidn, el término "tensioactivo" significa una sustancia que
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reduce la tension superficial de un fluido en el que se disuelve y/o reduce la tensién de
la interfase entre el aceite y el agua. Los tensioactivos pueden ser idnicos o no iénicos.
Los tensioactivos no iénicos ilustrativos que pueden incluirse en las formulaciones de la
presente invencion incluyen, por ejemplo, alquil poli(6xido de etileno), alquil
poliglucésidos (por ejemplo, octil glucésido y decil maltdsido), alcoholes grasos tales
como alcohol cetilico y alcohol oleilico, cocamida MEA, cocamida DEA y cocamida TEA.
Los tensioactivos no iénicos especificos que pueden incluirse en las formulaciones de
la presente invencion incluyen, por ejemplo, polisorbatos tales como polisorbato 20,
polisorbato 28, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 65, polisorbato 80, polisorbato
81 y polisorbato 85; poloxameros tales como poloxdmero 188 (también conocido como
Pluronic F68), poloxamero 407; polietilen-polipropilenglicol; o polietilenglicol (PEG). El
polisorbato 20 también se conoce como TWEEN 20, monolaurato de sorbitan y
monolaurato de polioxietilensorbitdn. En algunas modalidades, el tensioactivo es
polisorbato 80.

La cantidad del tensioactivo contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas
de la presente invencién puede variar en funcién de las propiedades especificas que se
desean de las formulaciones, asi como de las circunstancias y propositos particulares
para los que pretenden usarse las formulaciones. En determinadas modalidades, las
formulaciones pueden contener de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 1 %
de tensioactivo; de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 0,5 % de tensioactivo;
de aproximadamente 0,05 % a aproximadamente 0,15 %; de aproximadamente 0,08 %
a aproximadamente 0,12 % de tensioactivo;, o de aproximadamente 0,09 % a
aproximadamente 0,11 % de tensioactivo. Por ejemplo, las formulaciones de la presente
invencién pueden comprender aproximadamente 0,01 %; aproximadamente 0,02 %;
aproximadamente 0,03 %; aproximadamente 0,04 %; aproximadamente 0,05 %;
aproximadamente 0,06 %; aproximadamente 0,07 %; aproximadamente 0,08 %;
aproximadamente 0,09 %; aproximadamente 0,10 %; aproximadamente 0,11 %;
aproximadamente 0,12 %; aproximadamente 0,13 %; aproximadamente 0,14 %;
aproximadamente 0,15 %; aproximadamente 0,16 %; aproximadamente 0,17 %;
aproximadamente 0,18 %; aproximadamente 0,19 %; aproximadamente 0,20 %;
aproximadamente 0,21 %; aproximadamente 0,22 %; aproximadamente 0,23 %;
aproximadamente 0,24 %; aproximadamente 0,25 %; aproximadamente 0,26 %;
aproximadamente 0,27 %; aproximadamente 0,28 %; aproximadamente 0,29 %; o
aproximadamente 0,30 % de tensioactivo (por ejemplo, polisorbato 80). En algunas

modalidades, las formulaciones contienen aproximadamente 0,1 % de tensioactivo (por
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ejemplo, polisorbato 80). Cada uno de los porcentajes indicados anteriormente
corresponde a un por ciento de peso/volumen (p/v). En algunos casos, las formulaciones
contienen polisorbato 80 de 0,01 % + 0,005 % a 0,5 % + 0,25 % p/v. En algunos casos,
las formulaciones contienen polisorbato 80 al 0,1 % * 0,05 % p/v. En algunos casos, las
formulaciones contienen polisorbato 80 al 0,1 % + 0,01 % p/v.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden
comprender un amortiguador o un sistema amortiguador, que sirve para mantener un
pH estable y para ayudar a estabilizar el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3.
En algunas modalidades, el amortiguador o sistema amortiguador comprende al menos
un amortiguador que tiene un intervalo de amortiguaciéon que se solapa total o
parcialmente con el intervalo de pH de 5,5 a 6,1. En determinadas modalidades, el
amortiguador comprende un amortiguador de histidina. En determinadas modalidades,
el amortiguador (por ejemplo, de histidina) estd presente en una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 40 mM, aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 30 mM, aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM,;
aproximadamente 3 mM a aproximadamente 18 mM; aproximadamente 5mM a
aproximadamente 15 mM; o aproximadamente 8 mM a aproximadamente 12 mM. En
algunos casos, el amortiguador (por ejemplo, de histidina) estd presente a una
concentracion de aproximadamente 1 mM, aproximadamente 2 mM, aproximadamente
3 mM, aproximadamente 4 mM, aproximadamente 5 mM, aproximadamente 6 mM,
aproximadamente 7 mM, aproximadamente 8 mM, aproximadamente 9 mM,
aproximadamente 10 mM, aproximadamente 11 mM, aproximadamente 12 mM,
aproximadamente 13 mM, aproximadamente 14 mM, aproximadamente 15 mM,
aproximadamente 16 mM, aproximadamente 17 mM, aproximadamente 18 mM,
aproximadamente 19 mM; o aproximadamente 20 mM. En algunos casos, las
formulaciones contienen un amortiguador de histidina a una concentracion de 5 mM + 1
mM a 15 mM £ 3 mM. En algunos casos, las formulaciones contienen un amortiguador
de histidina a una concentracion de 10 mM + 1 mM. En algunas modalidades, el
amortiguador de histidina comprende L-histidina y monoclorhidrato de L-histidina
monohidrato. En algunos casos, el amortiguador de histidina comprende L-histidina a
una concentracion de 3,65 mM + 0,5 mM y monoclorhidrato de L-histidina monohidrato
a una concentracion de 6,35 mM + 0,5 mM. En algunos casos, el amortiguador de
histidina comprende L-histidina a una concentracion de 3,65 mM * 0,2mM vy
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 6,35 mM + 0,2 mM.

En algunas modalidades, las formulaciones contienen un amortiguador de acetato (por
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ejemplo, en cualquiera de las concentraciones comentadas anteriormente o en la
presente descripcion). En algunas modalidades, las formulaciones contienen un
amortiguador de fosfato (por ejemplo, en cualquiera de las concentraciones comentadas
anteriormente o en la presente descripcion).

Durante el proceso de purificacion del anticuerpo puede ser deseable o0 necesario
intercambiar un amortiguador por otro para lograr concentraciones de excipientes,
concentraciones de anticuerpos, pH, etc. apropiados. El intercambio de amortiguadores
puede lograrse, por ejemplo, mediante ultrafiltracion/diafiltracién (UF/DF) mediante el
uso de, por ejemplo, una membrana semipermeable de filtracion de flujo tangencial. Sin
embargo, el uso de dichas técnicas tiene el potencial de causar el efecto Gibbs-Donnan
(Bolton y otros, 2011, Biotechnol. Prog. 27(1):140-152). La acumulaciéon de carga
positiva en el lado del producto de la membrana durante la concentracion de proteina
se contrarresta eléctricamente por el movimiento preferencial de iones positivos hacia
el lado opuesto de la membrana. La consecuencia potencial de este fenémeno es que
las concentraciones finales de determinados componentes (por ejemplo, histidina)
pueden ser mas bajas que las concentraciones objetivos de estos componentes que se
pretenden debido a la repulsion electrostatica de los excipientes del amortiguador de
diafiltracion con carga positiva a la proteina del anticuerpo con carga positiva durante la
etapa de UF/DF. Por tanto, la presente invencion incluye formulaciones en las que la
concentracion de, por ejemplo, de histidina varia de las cantidades o intervalos citados
en la presente descripcion debido al efecto Gibbs-Donnan.

La exclusion por volumen describe el comportamiento de muestras altamente
concentradas en las que una porcion significativa del volumen total de la solucion se
absorbe por el soluto, especialmente por moléculas grandes tales como las proteinas,
que excluyen al solvente de este espacio. Esto disminuye después el volumen total de
solvente disponible para que se disuelvan otros solutos, lo que puede resultar en una
particion desigual a través de la membrana de ultrafiltracién. Por tanto, la presente
invencién incluye formulaciones en las que la concentracion de, por ejemplo, histidina
puede variar de las cantidades o intervalos citados en la presente descripcion debido al
efecto de exclusion por volumen.

Durante la fabricacion de las formulaciones de la presente invencién, pueden
ocurrir variaciones en la composicion de la formulacion. Estas variaciones pueden incluir
la concentracion del ingrediente activo, la concentracién de los excipientes y/o el pH de
la formulacién. La presente invenciéon incluye formulaciones que comprenden

anticuerpos biespecificos anti-CD20 x anti-CD3 que son estables y conservan la
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potencia con una variacion de hasta al menos el 10 % en la concentracién del excipiente.
Por ejemplo, en la presente descripcién se incluyen formulaciones de anticuerpos
biespecificos anti-CD20 x anti-CD3, en donde la estabilidad y potencia de las
formulaciones no se afectan por una variacion de = 10 % o + 20 % en la concentracién
de anticuerpo, sacarosa, amortiguador de histidina y/o polisorbato.

ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidn presentan altos niveles
de estabilidad. El término "estable", como se usa en la presente descripcion en
referencia a las formulaciones farmacéuticas, significa que los anticuerpos dentro de las
formulaciones farmacéuticas retienen un grado aceptable de la estructura y/o funcién
y/o actividad biol6gica después del almacenamiento durante un periodo de tiempo
definido. Una formulacién puede ser estable incluso aunque el anticuerpo contenido en
ella no mantenga el 100 % de su estructura y/o funcién y/o actividad biolégica después
del almacenamiento durante un periodo de tiempo definido. En determinadas
circunstancias, el mantenimiento de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95
%, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 % o
aproximadamente el 99 % de la estructura y/o funcién y/o actividad biolégica de un
anticuerpo después del almacenamiento durante un periodo de tiempo definido puede
considerarse como "estable.”

La estabilidad puede medirse, entre otras, mediante la determinacion del
porcentaje de anticuerpo nativo que queda en la formulaciébn después del
almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una temperatura determinada.
El porcentaje de anticuerpo nativo puede determinarse mediante cromatografia de
exclusién por tamafio (por ejemplo, cromatografia liquida de exclusién por tamafio de
alta resolucion[SE-HPLC]), entre otras cosas. Un "grado de estabilidad aceptable", como
se usa en la presente descripcidn, significa que al menos el 90 % de la forma nativa del
anticuerpo puede detectarse en la formulacién después del almacenamiento durante un
periodo de tiempo definido a una temperatura dada. En determinadas modalidades, al
menos aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % de la forma nativa del anticuerpo puede detectarse en la formulacion
después del almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una temperatura
dada. El periodo de tiempo definido después del cual se mide la estabilidad puede ser
al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5
meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al

menos 10 meses, al menos 11 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al
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menos 24 meses, al menos 30 meses, al menos 36 meses 0 mas. La temperatura a la
que puede almacenarse la formulacion farmacéutica cuando se evalla la estabilidad
puede ser cualquier temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45
°C, por ejemplo, almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4°-8°C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 37 °C o aproximadamente 45 °C. Por ejemplo, una formulacion
farmacéutica puede considerarse estable si después de 3 meses de almacenamiento a
5 °C, se detecta mas de aproximadamente 90 %, 95 %, 96 % o 97 % del anticuerpo
nativo mediante SE-HPLC. Una formulacién farmacéutica también puede considerarse
estable si después de 6 meses de almacenamiento a 5°C, se detecta mas de
aproximadamente 90 %, 95 %, 96 % o0 97 % del anticuerpo nativo mediante SE-HPLC.
Una formulacion farmacéutica también puede considerarse estable si después de 9
meses de almacenamiento a 5 °C, se detecta mas de aproximadamente 90 %, 95 %, 96
%, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % del anticuerpo nativo mediante
SE-HPLC. Una formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si
después de 12 meses de almacenamiento a 5 °C, se detecta mas de aproximadamente
90 %, 95 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % del anticuerpo
nativo mediante SE-HPLC. Una formulacién farmacéutica también puede considerarse
estable si después de 24 meses de almacenamiento a 5°C, se detecta mas de
aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % o
99,5 % del anticuerpo nativo mediante SE-HPLC. Una formulaciéon farmacéutica
también puede considerarse estable si después de 36 meses de almacenamiento a 5
°C, se detecta mas de aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98
%, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % del anticuerpo nativo mediante SE-HPLC. Una formulacion
farmacéutica también puede considerarse estable si después de 3 meses de
almacenamiento a 25 °C, se detecta mas de aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 96,5
%, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % del anticuerpo nativo mediante SE-
HPLC. Una formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después
de 6 meses de almacenamiento a 25 °C, se detecta mas de aproximadamente 90 %, 95
%, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % del anticuerpo nativo
mediante SE-HPLC. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse estable
si después de 9 meses de almacenamiento a 25 °C, se detecta mas de
aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5

% del anticuerpo nativo mediante SE-HPLC. Una formulacion farmacéutica también
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puede considerarse estable si después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, se detecta
mas de aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 98 % del
anticuerpo nativo mediante SE-HPLC.

Pueden usarse otros métodos para evaluar la estabilidad de las formulaciones de
la presente invencidn tales como, por ejemplo, calorimetria diferencial de barrido (DSC)
para determinar la estabilidad térmica, agitacion controlada para determinar la
estabilidad mecanica, y absorbancia a aproximadamente 350 nm o aproximadamente
405 nm para determinar la turbidez de la solucién. Por ejemplo, una formulacién de la
presente invencion puede considerarse estable si, después de 6 meses o0 mas de
almacenamiento de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 25 °C, el cambio en
ODyg5 de la formulacion es menor que aproximadamente 0,05 (por ejemplo, 0,04, 0,03,
0,02, 0,01 o menos) con respecto a la ODygs de la formulacién a t=0.

También puede usarse la medicion de la afinidad de union del anticuerpo a su
objetivo para evaluar la estabilidad. Por ejemplo, una formulacién de la presente
invencién puede considerarse estable si, después del almacenamiento a, por ejemplo, -
80 °C, -30 °C, -20 °C, 5 °C, 25 °C, 37 °C, 45 °C, etc., durante un periodo de tiempo
definido (por ejemplo, de 14 dias a 9 meses), el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-
CD3 contenido dentro de la formulacion se une a CD20 humano y CD3 humano con una
afinidad que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de la afinidad de union del
anticuerpo antes de dicho almacenamiento. La afinidad de unién puede determinarse
mediante cualquier método, tal como por ejemplo, ELISA o resonancia de plasmén. La
actividad biologica puede determinarse mediante un ensayo de actividad de CD20 o
CDg3, tal como por ejemplo al poner en contacto una célula que expresa CD20 o CD3
con la formulacién que comprende el anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3. La
unién del anticuerpo a dicha célula puede medirse directamente, por ejemplo mediante
andlisis FACS.

La estabilidad puede medirse, entre otras cosas, mediante la determinacién del
porcentaje de anticuerpo que forma un agregado (especies de alto peso molecular
(HMW)) dentro de la formulacion después del almacenamiento durante un periodo de
tiempo definido a una temperatura definida, en donde la estabilidad es inversamente
proporcional al por ciento de agregado que se forma. El porcentaje de anticuerpo
agregado puede determinarse, entre otras cosas, mediante cromatografia de exclusion
por tamafio (por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucion de exclusion por
tamafo [SE-HPLC] o cromatografia liquida de ultra resolucion de exclusion por tamafio

[SE-UPLC]). Un "grado aceptable de estabilidad", como se usa esa frase en la presente
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descripcion, significa que como méaximo el 6 % del anticuerpo esta en forma agregada
detectada en la formulacion después del almacenamiento durante un periodo de tiempo
definido a una temperatura dada. En determinadas modalidades, un grado aceptable de
estabilidad significa que como maximo aproximadamente 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %,
0,5 % o 0,1 % del anticuerpo puede detectarse en un agregado en la formulacion
después del almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una temperatura
determinada. El periodo de tiempo definido después del cual se mide la estabilidad
puede ser de al menos 2 semanas, al menos 28 dias, al menos 1 mes, al menos 2
meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6 meses, al
menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos
11 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24 meses, al menos 30
meses, al menos 36 meses 0 mas. La temperatura a la que puede almacenarse la
formulacion farmacéutica cuando se evalla la estabilidad puede ser cualquier
temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, por ejemplo,
almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4-8 °C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 37 °C o aproximadamente 45 °C. Por ejemplo, una formulacion
farmacéutica puede considerarse estable si después de nueve meses de
almacenamiento a 5 °C, menos de aproximadamente 2 %, 1,75 %, 1,5 %, 1,25 %, 1 %,
0,75 %, 0,5 %, 0,25 % o 0,1 % del anticuerpo se detecta en forma agregada. Una
formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres meses
de almacenamiento a 25 °C y 60 % de humedad relativa, menos de aproximadamente
2 %, 1,75 %, 1,5 %, 1,25 %, 1 %, 0,75 %, 0,5 %, 0,25 % o 0,1 % del anticuerpo se
detecta en forma agregada. Una formulacion farmacéutica también puede considerarse
estable si después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, menos de aproximadamente
6 %, 5,9 %, 5,8 %, 5,7 %, 5,6 %, 5,5 %, 5 %, 4,5 %, 4 %, 3,5 %, 3 %, 2,5 %, 2 %, 1,5 %,
1%, 0,5 %, o 0,1 % del anticuerpo se detecta en forma agregada. Una formulacién
farmacéutica también puede considerarse estable si después de tres meses de
almacenamiento a -20 °C, -30 °C 0 -80 °C menos de aproximadamente 2 %, 1,9 %, 1,8
%, 1,7 %, 1,6 %, 1,5 %, 1 %, 0,5 % 0 0,1 % del anticuerpo se detecta en forma agregada.

La estabilidad puede medirse, entre otras, mediante la determinacion del
porcentaje de anticuerpo que migra en una fraccidon mas acida durante el intercambio
i6nico (“forma acida") que en la fraccidon principal de anticuerpo (“forma de carga

principal"), en donde la estabilidad es inversamente proporcional a la fraccion de
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anticuerpo en forma acida. Si bien no se desea limitarse por la teoria, la desamidacion
del anticuerpo puede hacer que el anticuerpo se cargue mas negativamente y, por tanto,
se vuelva mas acido en relaciéon con el anticuerpo no desamidado (ver, por ejemplo,
Robinson, N., Protein Deamidation, PNAS, 16 de abril, 2002, 99(8):5283-5288). EIl
porcentaje de anticuerpo "acidificado" puede determinarse mediante cromatografia de
intercambio i6nico (por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucién de intercambio
catibnico [CEX-HPLC] o cromatografia liquida de ultrarresolucién de intercambio
cationico [CEX-UPLC]). Un "grado aceptable de estabilidad", como se usa esa frase en
la presente, significa que como maximo el 52 % del anticuerpo esta en una forma mas
acida detectada en la formulacion después del almacenamiento durante un periodo de
tiempo definido a una temperatura definida. En determinadas modalidades, un grado
aceptable de estabilidad significa que como méaximo aproximadamente 52 %, 50 %, 45
%, 40 %, 35 %, 30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3
%, 2 %, 1%, 0,5% o 0,1 % del anticuerpo puede detectarse en forma é&cida en la
formulacion después del almacenamiento durante un periodo de tiempo definido a una
temperatura determinada. El periodo de tiempo definido después del cual se mide la
estabilidad puede ser de al menos 2 semanas, al menos 28 dias, al menos 1 mes, al
menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6
meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses,
al menos 11 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24 meses, al
menos 30 meses, al menos 36 meses o mas. La temperatura a la que puede
almacenarse la formulaciéon farmacéutica cuando se evalla la estabilidad puede ser
cualquier temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 45 °C, por
ejemplo, almacenamiento a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -30 °C,
aproximadamente -20 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente 4-8 °C,
aproximadamente 5 °C, aproximadamente 25 °C o aproximadamente 45 °C. Por
ejemplo, una formulacién farmacéutica puede considerarse estable si después de tres
meses de almacenamiento a -80 °C, -30 °C o -20 °C menos de aproximadamente 29 %,
28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15
%, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % 0 0,1
% del anticuerpo esta en una forma més &cida. Una formulacion farmacéutica también
puede considerarse estable si después de nueve meses de almacenamiento a 5 °C,
menos de aproximadamente 28 %, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %,
19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %,

3%, 2 %, 1%, 05% o0 0,1 % del anticuerpo estd en una forma mas &cida. Una
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formulacién farmacéutica también puede considerarse estable si después de 28 dias de
almacenamiento a 25 °C, menos de aproximadamente 30 %, 29 %, 28 %, 27 %, 26 %,
25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12
%, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % o0 0,1 % del anticuerpo
estd en una forma mas 4&cida. Una formulacion farmacéutica también puede
considerarse estable si después de 28 dias de almacenamiento a 37 °C, menos de
aproximadamente 37 %, 36 %, 35 %, 34 %, 33 %, 32 %, 31 %, 30 %, 29 %, 28 % 27 %,
26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13
%, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % o0 0,1 % del
anticuerpo esté en una forma mas acida. Una formulacién farmacéutica también puede
considerarse estable si después de 28 dias de almacenamiento a 45 °C, menos de
aproximadamente 52 %, 51 %, 50 %, 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %,
41 %, 40 %, 39 %, 38 %, 37 %, 36 %, 35 %, 34 %, 33 %, 32 %, 31 %, 30 %, 29 %, 28
%, 27 %, 26 %, 25 %, 24 %, 23 %, 22 %, 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %,
14 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % 0 0,1 %
del anticuerpo puede detectarse en una forma mas acida.

Las referencias a la estabilidad de las formulaciones farmacéuticas "después" de
un periodo de tiempo especifico tienen la intencidén de significar que la medicion de un
pardmetro de estabilidad (por ejemplo, % de la forma nativa, % de las especies de HMW
0 % de la forma acida) se toma al final o aproximadamente al final del periodo de tiempo
especifico, y no se pretende que signifiqgue que la formulacién farmacéutica mantenga
necesariamente el mismo grado de estabilidad para el pardmetro medido después de
eso. Por ejemplo, la referencia a una estabilidad particular después de 9 meses significa
que la medicion de la estabilidad se tomé exacta o aproximadamente a los 9 meses
después del inicio del estudio. Los métodos adicionales para evaluar la estabilidad de
un anticuerpo en la formulacién se demuestran en los ejemplos presentados mas abajo.

Como se ilustra en los ejemplos mas abajo, la presente invencién se basa, en
parte, en el descubrimiento de que la combinacion de los excipientes reivindicados con
un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 produce una formulacion que es
estable.

FORMULACIONES ILUSTRATIVAS

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, la formulacion farmacéutica

comprende: (i) un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3 humano que se une

especificamente a CD20 humano y CD3 humano; (ii) un amortiguador que comprende
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histidina; (iii) un codisolvente organico que comprende polisorbato; y (iv) un estabilizador
que comprende un azucar.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL; (ii) histidina a una concentraciéon de aproximadamente
5 mM a aproximadamente 15 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de
aproximadamente 0,05 % p/v a aproximadamente 0,15 % p/v; y (iv) sacarosa a una
concentracion de aproximadamente 5 % p/v a aproximadamente 15 % p/v, en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo IgG1l (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacion que reduce la union a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM; (iii) polisorbato
80 a una concentracion de aproximadamente 0,05 % p/v a aproximadamente 0,15 %
p/v; y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 5 % p/v a

aproximadamente 15 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.
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En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo IgG4 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacion que reduce la union a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM; (iii) polisorbato
80 a una concentracion de aproximadamente 0,05 % p/v a aproximadamente 0,15 % p/v
y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 5 % p/v a aproximadamente
15 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
aproximadamente 2 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL; (ii) histidina a una
concentraciéon de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,; (iii) polisorbato
80 a una concentracion de aproximadamente 0,05 % p/v a aproximadamente 0,15 %
p/v; (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 5 % p/v a aproximadamente
15 % p/v, en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia

de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
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une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de aproximadamente
8 mM a aproximadamente 12 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de
aproximadamente 0,075 % p/v a aproximadamente 0,125 % p/v y (iv) sacarosa a una
concentraciéon de aproximadamente 8 % p/v a aproximadamente 12 % p/v, en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo IgG1l (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacién que reduce la unién a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracion de aproximadamente 8 mM a aproximadamente 12 mM,; (iii) polisorbato
80 a una concentracién de aproximadamente 0,075 % p/v a aproximadamente 0,125 %
p/v.y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 8 % p/v a
aproximadamente 12 % p/v, en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia

de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
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a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo IgG4 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacién que reduce la unién a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracién de aproximadamente 8 mM a aproximadamente 12 mM,; (iii) polisorbato
80 a una concentracién de aproximadamente 0,075 % p/v a aproximadamente 0,125 %
p/v.y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 8 % p/v a
aproximadamente 12 % p/v, en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
aproximadamente 2 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL; (i) histidina a una
concentracion de aproximadamente 8 mM a aproximadamente 12 mM; (iii) polisorbato
80 a una concentracion de aproximadamente 0,075 % p/v a aproximadamente 0,125 %
p/v; (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 8 % p/v a aproximadamente
12 % plv, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL; (ii) histidina a una concentraciéon de aproximadamente
10 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % p/v y (iv)
sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % p/v, en donde la formulacion
tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un

anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
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humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo IgG1l (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacion que reduce la union a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracion de aproximadamente 10 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de
aproximadamente 0,1 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente
10 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de aproximadamente 2 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la
cadena pesada de isotipo 1gG4 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas
pesadas tiene una modificacién que reduce la unién a la proteina A en relacién con una
cadena pesada no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o
ambas de las dos cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) histidina a una
concentracion de aproximadamente 10 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de
aproximadamente 0,1 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente
10 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3

humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
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aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
aproximadamente 2 mg/mL a 200 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de 10 mM,;
(i) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % plv, y (iv) sacarosa
a una concentracién de aproximadamente 10 % p/v, en donde la formulacién tiene un
pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de uni6on al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL a
200 mg/mL £ 20 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de aproximadamente 10 mM
+ 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 % + 0,01 %
p/v, y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde
la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL; (ii)
histidina a una concentracién de aproximadamente 10 mM + 1 mM,; (iii) polisorbato 80 a
una concentracién de aproximadamente 0,1 % * 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una
concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la formulacion tiene un
pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un

anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
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humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 20 mg/mL + 2 mg/mL; (ii)
histidina a una concentracion de aproximadamente 10 mM + 1 mM; (iii) polisorbato 80 a
una concentracion de aproximadamente 0,1 % + 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una
concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la formulacién tiene un
pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de uni6on al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL;
(i) histidina a una concentracion de aproximadamente 10 mM + 1 mM,; (iii) polisorbato
80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 % + 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una
concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la formulacién tiene un
pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL a
200 mg/mL %= 20 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena

pesada de isotipo IgG4 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene
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una modificacién que reduce la unién a la proteina A en relacion con una cadena pesada
no modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos
cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (i) histidina a una concentracion de
aproximadamente 10 mM % 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de
aproximadamente 0,1 % = 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracién de
aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de amino&cidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo 1gG4
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacién que
reduce la union a la proteina A en relacion con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (i) histidina a una concentracién de aproximadamente 10
mM = 1 mM,; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % + 0,01
% p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % plv, en
donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 20 mg/mL £+ 2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo 1gG4
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion que

reduce la union a la proteina A en relacion con una cadena pesada no modificada del
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mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (i) histidina a una concentracién de aproximadamente 10
mM + 1 mM,; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % + 0,01
% p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % plv, en
donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 100 mg/mL + 10 mg/mL,
en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo IgG4
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion que
reduce la union a la proteina A en relacion con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (i) histidina a una concentracién de aproximadamente 10
mM + 1 mM,; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % + 0,01
% p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % plv, en
donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL a
200 mg/mL %= 20 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena
pesada de isotipo IgG4 y en donde una de las dos cadenas pesadas tiene una
modificacion (por ejemplo, H435R y Y436F por numeracion de EU) en el dominio CH3

que reduce la unién a la proteina A en relacion con un dominio CH3 de IgG4 no
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modificado; (ii) histidina a una concentracién de aproximadamente 10 mM = 1 mM; (iii)
polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 % + 0,01 % p/v y (iv)
sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de amino&cidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo IgG4 y
en donde una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion (por ejemplo, H435R
y Y436F por numeracion de EU) en el dominio CH3 que reduce la unién a la proteina A
en relacion con un dominio CH3 de 1gG4 no modificado; (i) histidina a una concentracion
de aproximadamente 10 mM £ 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracién de
aproximadamente 0,1 % * 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracién de
aproximadamente 10 % £ 1 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 20 mg/mL £+ 2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo IgG4 y
en donde una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion (por ejemplo, H435R
y Y436F por numeracion de EU) en el dominio CH3 que reduce la unién a la proteina A
en relacion con un dominio CH3 de 1IgG4 no modificado; (i) histidina a una concentracion

de 10 mM = 1 mM,; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 %
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+ 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v,
en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 100 mg/mL + 10 mg/mL,
en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo IgG4
y en donde una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion (por ejemplo, H435R
y Y436F por numeracion de EU) en el dominio CH3 que reduce la unién a la proteina A
en relacion con un dominio CH3 de 1IgG4 no modificado; (i) histidina a una concentracion
de aproximadamente 10 mM £ 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de
aproximadamente 0,1 % *+ 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracién de
aproximadamente 10 % £ 1 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
2 mg/mL + 0,2 mg/mL a 100 mg/mL £ 10 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de
aproximadamente 10 mM = 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de
aproximadamente 0,1 % = 0,01 % p/v y (iv) sacarosa a una concentracién de
aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comuin que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de

2 mg/mL £ 0,2 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de aproximadamente 10 mM %
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1 mM; (i) polisorbato 80 a una concentracién de aproximadamente 0,1 % + 0,01 % p/v
y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
20 mg/mL £ 2 mg/mL; (ii) histidina a una concentracion de aproximadamente 10 mM +
1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 % + 0,01 % p/v
y (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
100 mg/mL £ 10 mg/mL; (ii) histidina a una concentracién de aproximadamente 10 mM
+ 1 mM; (iii) polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 0,1 % * 0,01 %
p/vy (iv) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 10 % + 1 % p/v, en donde
la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 2 mg/mL + 0,2 mg/mL; (ii)
L-histidina a una concentracion de aproximadamente 0,57 mg/ml £ 0,1 mg/ml; (iii)
monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL +*

0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de aproximadamente 1 mg/mL + 0,1
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mg/mL; y (v) sacarosa a una concentracion de aproximadamente 100 mg/mL = 10
mg/mL, en agua en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
+ 0,2 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de
isotipo 1gG1 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una
modificacion que reduce la union a la proteina A en relacion con una cadena pesada no
modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos
cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de
aproximadamente 0,57 mg/mL % 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina
monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una
concentracion 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL
+ 10 mg/mL, en agua en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de aproximadamente 2 mg/mL
+ 0,2 mg/mL, en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de
isotipo 1gG4 (opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una
modificacion que reduce la union a la proteina A en relaciéon con una cadena pesada no
modificada del mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos
cadenas pesadas tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de

0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una
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concentracion de 1,33 mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de
1 mg/mL £ 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL,
en donde la formulacién tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comin que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
2 mg/mL £ 0,2 mg/mL; (ii) L-histidina a una concentraciéon de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL;
(iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL +
0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de 1 mg/mL = 0,1 mg/mL; y (v)
sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL £ 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracion de 20 mg/mL + 2 mg/mL; (ii)
L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-
histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato
80 a una concentracion de 1 mg/mL £ 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una concentracion
de 100 mg/mL £ 10 mg/mL, en agua en donde la formulacion tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de union al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
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de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentraciéon de 20 mg/mL + 2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo 1gG1
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacién que
reduce la unién a la proteina A en relacion con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL £ 0,1
mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33
mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracién de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL;
y (V) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de uni6on al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentraciéon de 20 mg/mL + 2 mg/mL, en
donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo 1gG4
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacién que
reduce la unién a la proteina A en relacion con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL £ 0,1
mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33
mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracién de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL;
y (V) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y una cadena ligera comuin que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de

20 mg/mL £ 2 mg/mL; (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL;
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(iif) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL +
0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracién de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (V)
sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL £ 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 100 mg/mL + 10 mg/mL;
((ii) L-histidina a una concentracion de 0,57 mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de
L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iv)
polisorbato 80 a una concentracion de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una
concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua en donde la formulacién tiene un pH
de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentraciéon de 100 mg/mL £ 10 mg/mL,
en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo 1IgG1
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion que
reduce la union a la proteina A en relacién con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL + 0,1
mg/mL; (iii) monohidrodloruro de L-histidina monohidrato a una concentraciéon de 1,33

mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL;
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y (V) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacién farmacéutica liquida estable comprende (i) un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende un primer dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD20 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una LCVR gue comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, y un segundo dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 a una concentracién de 100 mg/mL + 10 mg/mL,
en donde el anticuerpo tiene regiones constantes de la cadena pesada de isotipo IgG4
(opcionalmente en el que una de las dos cadenas pesadas tiene una modificacion que
reduce la union a la proteina A en relacién con una cadena pesada no modificada del
mismo isotipo y, opcionalmente, en la que una o ambas de las dos cadenas pesadas
tienen una bisagra quimérica); (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL + 0,1
mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33
mg/mL £ 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracién de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL;
y (V) sacarosa a una concentraciéon de 100 mg/mL £ 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacién tiene un pH de 5,8 £ 0,3.

En algunos casos, la formulacion farmacéutica liquida estable comprende (i un
anticuerpo biespecifico humano que se une especificamente a CD20 humano y CD3
humano y comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y una cadena ligera comun que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 a una concentracién de
100 mg/mL £ 10 mg/mL; (ii) L-histidina a una concentracion de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL;
(iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL +
0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (iv)
sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua en donde la
formulacion tiene un pH de 5,8 + 0,3.

En cualquiera de estas formulaciones ilustrativas, “estable” puede definirse como:
(a) al menos 90 % del anticuerpo tiene la conformacién nativa después de 1 mes de
almacenamiento a 45 °C, segun se determiné por cromatografia liquida de exclusién por

tamafo de ultra resolucion (SE-UPLC); (b) al menos 93 % del anticuerpo tiene la
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conformacion nativa después de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, segln se determind
por SE-UPLC; (c) al menos 95 % del anticuerpo tiene la conformacién nativa después
de 1 mes de almacenamiento a 45 °C, segln se determiné por SE-UPLC; (d) al menos
95 % del anticuerpo tiene la conformacion nativa después de 3 meses de
almacenamiento a 25 °Cy 60 % de humedad relativa, segiin se determiné por SE-UPLC,;
(e) al menos el 97 % del anticuerpo tiene la conformacion nativa después de 3 meses
de almacenamiento a 25 °C Y 60 % de humedad relativa segin se determiné por SE-
UPLC; (f) al menos el 95 % del anticuerpo tiene la conformacién nativa después de 3
meses de almacenamiento a 5 °C, segun se determind por SE-UPLC; (g) al menos el
98 % del anticuerpo tiene la conformacion nativa después de 3 meses de
almacenamiento a 5 °C, segun se determin6 por SE-UPLC; (h) la formulacién no
contiene mas de 6 % de especies de alto peso molecular (HMW) después de 1 mes de
almacenamiento a 45 °C, segun se determind por SE-UPLC; (i) la formulacion no
contiene mas de 5,6 % de especies de HMW después de 1 mes de almacenamiento a
45 °C, segun se determiné por SE-UPLC,; (j) la formulaciéon no contiene mas de 2 % de
especies de HMW después de 3 meses de almacenamiento a 25 °C y 60 % de humedad
relativa, segun se determino por SE-UPLC; (k) la formulacion no contiene mas de 1 %
de especies de alto peso molecular (HMW) después de 3 meses de almacenamiento a
25 °C y 60 % de humedad relativa segun se determiné por SE-UPLC; (l) la formulacion
no contiene mas de 1,5% de especies de HMW después de 3 meses de
almacenamiento a 5 °C, segun se determind por SE-UPLC; y/o (m) la formulacién no
contiene mas de 1 % de especies de HMW después de 9 meses de almacenamiento a
5 °C, segun se determiné por SE-UPLC.

En cualquiera de estas formulaciones ilustrativas, el anticuerpo biespecifico puede
incluir una modificacion en una o ambas cadenas pesadas para facilitar la purificacion
del anticuerpo biespecifico (es decir, el heterodimero) a partir de impurezas
homodiméricas. En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos incluyen las
primera y segunda cadenas pesadas (es decir, la cadena pesada del brazo de union
anti-CD20 y la cadena pesada del brazo de unién anti-CD3) que son idénticas (por
ejemplo, ambas de isotipo IgG1 o 1gG4) excepto por una modificacion en el dominio
CHS3 de una u otra cadena pesada que reduce la union del anticuerpo biespecifico a la
proteina A en comparacién con un anticuerpo que carece de la modificaciéon. En algunos
casos, el dominio CH3 de la primera cadena pesada (por ejemplo, del brazo de unién
anti-CD20) se une a la proteina A y el dominio CH3 de la segunda cadena pesada (por

ejemplo, del brazo de union anti-CD3) contiene una mutacion que reduce o anula la
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unién a la proteina A. En algunos casos, la mutacion es una modificacion H435R (por
numeracion de EU; H95R por numeracién de exdén IMGT). En algunos casos, la
mutacién es una modificacion H435R (por numeracién de EU; H95R por numeracion de
exén IMGT) y una modificacion Y436F (por numeracion de EU; Y96F por IMGT). Otras
modificaciones que pueden encontrarse dentro del segundo dominio CH3 incluyen:
D356E, L358M, N384S, K392N, V397M y V422l por EU (D16E, L18M, N44S, K52N,
V57M y V82l por IMGT) en el caso de los dominios CH3 de la IgG1; y Q355R, N384S,
K392N, V397M, R409K, E419Q y V422| por EU (Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K,
E79Q y V82l por IMGT) en el caso de los dominios CH3 de la IgG4.

Otros ejemplos no limitantes de las formulaciones farmacéuticas abarcadas por la
presente invencion se exponen en otra parte de la presente descripcion, que incluye los
ejemplos de trabajo presentados mas abajo.

ENVASES Y METODOS DE ADMINISTRACION

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden contenerse
dentro de cualquier envase adecuado para el almacenamiento de productos
farmacéuticos y otras composiciones terapéuticas. Por ejemplo, las formulaciones
farmacéuticas pueden contenerse dentro de un envase de plastico o vidrio sellado y
esterilizado que tiene un volumen definido tal como un vial, ampolla, jeringa, cartucho,
botella o bolsa IV. Pueden usarse diferentes tipos de viales para contener las
formulaciones de la presente invencién, que incluyen, por ejemplo, viales de vidrio o
plastico transparentes y opacos (por ejemplo, ambar). Asimismo, puede usarse
cualquier tipo de jeringa para contener y/o administrar las formulaciones farmacéuticas
de la presente invencion. En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica se
contiene en una jeringa precargada. En algunas modalidades, la formulacion
farmacéutica se contiene en una jeringa precargada con aguja preinstalada.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden contenerse en
jeringas con un "contenido normal de tungsteno” o jeringas con un "bajo contenido de
tungsteno”. Como apreciardn las personas expertas en la técnica, el proceso de
fabricacion de jeringas de vidrio generalmente implica el uso de una varilla de tungsteno
caliente que funciona para perforar el vidrio lo que crea asi un agujero desde el cual
pueden extraerse y expulsarse liquidos de la jeringa. Este proceso da como resultado
la deposicion de pequefias cantidades de tungsteno en la superficie interior de la jeringa.
El lavado posterior y otras etapas de procesamiento pueden usarse para reducir la
cantidad de tungsteno en la jeringa. Como se usa en la presente descripcion, el término

"contenido normal de tungsteno" significa que la jeringa contiene mas de 500 partes por
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mil millones (ppb) de tungsteno. El término "bajo contenido de tungsteno" significa que
la jeringa contiene menos de 500 ppb de tungsteno. Por ejemplo, una jeringa con bajo
contenido de tungsteno, de acuerdo con la presente invencion, puede contener menos
de aproximadamente 490, 480, 470, 460, 450, 440, 430, 420, 410, 390, 350, 300, 250,
200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o menos ppb de tungsteno.

Los émbolos de goma que se usan en las jeringas, y los tapones de goma que se
usan para cerrar las aberturas de los frascos, pueden recubrirse para evitar la
contaminacion del contenido medicinal de la jeringa o vial y/o para preservar su
estabilidad. Por tanto, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién, de
acuerdo con determinadas modalidades, pueden contenerse dentro de una jeringa que
comprende un émbolo recubierto o dentro de un vial sellado con un tapon de goma
recubierto. Por ejemplo, el émbolo o el tapdn pueden recubrirse con una pelicula de
fluorocarbono. Los ejemplos de tapones y/o émbolos recubiertos adecuados para su
uso con viales y jeringas que contienen las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencién se mencionan, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos nuam.
4,997,423; 5,908,686; 6,286,699; 6,645,635; y 7,226,554, cuyos contenidos se
incorporan en la presente descripcion como referencia en sus totalidades. Los tapones
y émbolos de goma recubiertos ilustrativos particulares que pueden usarse en el
contexto de la presente invencion estan disponibles comercialmente con el hombre
comercial "FluroTec®", disponible a través de West Pharmaceutical Services, Inc.
(Lionville, PA). FluroTec® es un ejemplo de un recubrimiento de flurocarbono usado
para minimizar o evitar que el medicamento se adhiera a las superficies de goma. De
acuerdo con determinadas modalidades de la presente invencion, las formulaciones
farmacéuticas pueden contenerse dentro de una jeringa con bajo contenido de
tungsteno que comprende un émbolo recubierto con fluorocarbono.

Las formulaciones farmacéuticas pueden administrarse a un paciente por vias
parenterales tales como inyeccion (por ejemplo, via subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, etc.) o administracion percutdnea, mucosal, nasal,
pulmonar y/u oral. Pueden usarse numerosos dispositivos de administracion tipo pluma
de inyeccion y/o autoinyector reusables para administrar de manera subcutanea las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencion. Los ejemplos incluyen, pero no
se limtan a, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, RN), pluma
DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Suiza), pluma HUMALOG MIX
75/25™ pluma HUMALOG™, pluma HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly y Co., Indianapolis,
IN), NOVOPEN™ [, 1l y Ill (Novo Nordisk, Copenhage, Dinamarca), NOVOPEN
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JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhage, Dinamarca), pluma BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™ vy
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Alemania), por nombrar algunos. Los ejemplos
de dispositivos de administracién tipo pluma de inyeccién y/o autoinyector desechables
que tienen aplicaciones en la administracion subcutanea de una composicion
farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, pluma
SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), la FLEXPEN™ (Novo Nordisk), y la KWIKPEN™ (Eli
Lilly), el autoinyector SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), el PENLET™
(Haselmeier, Stuttgart, Alemania), el EPIPEN (Dey, L.P.), y la pluma HUMIRA™ (Abbott
Labs, Abbott Park, IL), por nombrar algunos. En algunos casos, la formulacién
farmacéutica se contiene en una jeringa especificamente adaptada para su uso con un
autoinyector.

También se contempla en la presente descripcion el uso de un microinfusor para
administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién. Como se usa en
la presente descripcion, el término "microinfusor" significa un dispositivo de
administracion subcutanea disefiado para administrar lentamente grandes volimenes
(por ejemplo, hasta aproximadamente 2,5 mL, aproximadamente 3,0 mL o mas) de una
formulacion terapéutica durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo,
aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30 minutos 0 mas). Ver, por ejemplo, los documentos
nam. US 6,629,949; US 6,659,982; y Meehan y otros, J. Controlled Release 46:107-116
(1996). Los microinfusores son particularmente Utiles para la administracién de grandes
dosis de proteinas terapéuticas contenidas en soluciones de altas concentraciones (por
ejemplo, aproximadamente 100, 125, 150, 175, 200 mg/mL o mas) y/o viscosas.

En determinadas modalidades, la formulacién farmacéutica se administra a través
de un goteo IV, de modo que la formulacién se diluye en una bolsa IV que contiene una
solucion aceptable fisiolégicamente. En una modalidad, la composicién farmacéutica es
una preparacion estéril compuesta en una bolsa de infusion intravenosa, de modo que
una dosis Unica de medicamento se diluye en 100 mL, 250 mL (u otra cantidad similar
adecuada para la administracion intravenosa por goteo) de un amortiguador fisiol6gico
(por ejemplo, solucién salina al 0,9 %).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden
contenerse en una forma de dosificacion unitaria. El término "forma de dosificacion
unitaria,” como se usa en la presente descripcion, se refiere a una unidad fisicamente
discreta adecuada como una dosificacion unitaria para el paciente que se va a tratar,

cada unidad que contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada
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para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador, diluyente o
excipiente farmacéutico requerido. En diversas modalidades, la forma de dosificacion
unitaria se contiene dentro de un envase como se comenta en la presente descripcion.
Los niveles de dosificacion reales del ingrediente activo (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico anti-MUC16 x anti-CD3) en las formulaciones de la presente invencion
pueden variarse para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para
lograr la respuesta terapéutica deseada para un determinado paciente, composicion y
modo de administracion, sin efectos adversos para el paciente. El nivel de dosificacion
seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la
actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, la via
de administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecion del compuesto
particular que se emplea, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales usados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la
edad, sexo, peso, afeccion, salud general e historial médico previo del paciente que se
trata y factores similares bien conocidos en la técnica médica. El término "diluyente"
como se usa en la presente descripcion se refiere a una solucion adecuada para alterar
o lograr una concentracion o concentraciones ilustrativas o apropiadas como se describe
en la presente descripcion.

En diversas modalidades, la forma de dosificacion unitaria contiene una cantidad
del ingrediente activo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x anti-CD3)
destinado a un uso Unico. En diversas modalidades, la cantidad del ingrediente activo
en la forma de dosificacién unitaria es de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
5000 mg, de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1000 mg, y de
aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg, de aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 400 mg, de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 200 mg,
de aproximadamente 250 mg a aproximadamente 350 mg, de aproximadamente 125
mg a aproximadamente 175 mg, de aproximadamente 275 mg a aproximadamente 325
mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 250 mg, de aproximadamente 1 mg
a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 50 mg, de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg, de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg, o
rangos o intervalos de estos. También se pretende que sean parte de esta invencion los
intervalos intermedios a las cantidades mencionadas anteriormente, por ejemplo, de
aproximadamente 2 mg a aproximadamente 100 mg o de 2 mg a 20 mg. Por ejemplo,

se pretende que se incluyan los intervalos de valores que usan una combinacion de
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cualquiera de los valores mencionados anteriormente (o valores contenidos dentro de
los rangos mencionados anteriormente) como limites superior y/o inferior. En una
modalidad particular, la formulacién a menudo se suministra como un liquido en una
forma de dosificacién unitaria. En algunas modalidades, la forma de dosificacién unitaria
contienede2a2,5mgode 10a 11 mg, de 20 a 25 mg, de 80 a 90 mg, de 100 a 125 mg,
de 160 a 180 mg, de 200 a 225, o de 320 a 360 mg. En algunas modalidades, una forma
de dosificacién unitaria de acuerdo con la presente invencién es adecuada para la
administracion subcutanea a un paciente (por ejemplo, una forma de dosificacion
unitaria que contiene el anticuerpo a una concentracion de aproximadamente 100
mg/mL o aproximadamente 160 mg/mL).

En una modalidad, la presente invencion proporciona una forma de dosificacién
unitaria que comprende aproximadamente 2 mg del anticuerpo en una formulacion
estable en donde la formulacion comprende el anticuerpo a una concentracion de
2 mg/mL £ 0,2 mg/mL; (ii) L-histidina a una concentracién de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL;
(iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL +
0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (v)
sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL = 10 mg/mL, en agua donde la formulacion
tiene un pH de 5,8 = 0,3. En una modalidad, la presente invencion proporciona una forma
de dosificacién unitaria que comprende aproximadamente 20 mg, aproximadamente 80
mg, aproximadamente 160 mg o aproximadamente 320 mg del anticuerpo en una
formulacion estable en la que la formulacion comprende el anticuerpo a una
concentracion de 20 mg/mL = 2 mg/mL; (ii) L-histidina a una concentracién de
0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de L-histidina monohidrato a una
concentraciéon de 1,33 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iv) polisorbato 80 a una concentracion de
1 mg/mL £ 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una concentracion de 100 mg/mL = 10 mg/mL,
en agua donde la formulacién tiene un pH de 5,8 = 0,3. En una modalidad, la presente
invencién proporciona una forma de dosificaciébn unitaria que comprende
aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300 mg o
aproximadamente 400 mg del anticuerpo en una formulacion estable en donde la
formulacién comprende el anticuerpo a una concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL;
(ii) L-histidina a una concentracion de 0,57 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iii) monoclorhidrato de
L-histidina monohidrato a una concentracion de 1,33 mg/mL + 0,1 mg/mL; (iv)
polisorbato 80 a una concentraciéon de 1 mg/mL + 0,1 mg/mL; y (v) sacarosa a una
concentracion de 100 mg/mL + 10 mg/mL, en agua donde la formulacién tiene un pH de
58+0,3.
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La presente invencién también incluye métodos para preparar una forma
farmacéutica unitaria. En una modalidad ilustrativa, un método para preparar una forma
de dosificacion unitaria farmacéutica incluye combinar la formulacién de cualquiera de
las modalidades anteriores en un envase adecuado (por ejemplo, los envases
comentados en la presente descripcion).

En varias modalidades, las formulaciones farmacéuticas se contienen en envases
(por ejemplo, un vial 0 una jeringa precargada) que pueden contener un gas de espacio
superior con menos del 5 % de un gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en volumen. La
concentracién de gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en el espacio superior del envase
puede ser inferior al 4,5 %, inferior al 4 %, inferior al 3,5 %, inferior al 3 %, inferior al 2,5
%, inferior al 2 % o inferior del 1,5% en diversas modalidades. En una modalidad, la
concentracion del gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en el espacio superior es inferior
a aproximadamente el 1 %. En una modalidad, la concentracién del gas oxidante (por
ejemplo, oxigeno) en el espacio superior no es superior a aproximadamente el 0,5 %.
En una modalidad, la concentracion del gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en el
espacio superior no es superior al 0,1 %. En diversas modalidades, la concentracién del
gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en el espacio superior del envase del medicamento
es inferior al 0,9 %, inferior al 0,8 %, inferior al 0,7 %, inferior al 0,6 %, inferior al 0,5 %,
inferior al 0,5 % del 0,4 %, inferior al 0,3 %, inferior al 0,2 % o inferior al 0,1 %. En
algunos casos, la concentracion de oxigeno en el gas del espacio superior es de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 1,5 %. En algunos casos, la
concentracion de oxigeno en el gas del espacio superior es de aproximadamente 0,75
% a aproximadamente 1,25 %. En algunos casos, la concentracion de oxigeno en el gas
del espacio superior es de aproximadamente 0,05 % a aproximadamente 0,15 %. En
diversas modalidades, el gas oxidante (por ejemplo, oxigeno) en el espacio superior se
reemplaza, o se reemplaza sustancialmente, con un gas inerte, tal como nitrégeno,
argon, helio, xenén, nedén, criptéon o raddén. En una modalidad, el gas no oxidante es
nitrégeno. En una modalidad, el gas no oxidante es argon.

USOS TERAPEUTICOS DE LAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion son utiles, entre otras
cosas, para el tratamiento, prevencion y/o mejora de cualquier enfermedad o trastorno
asociado con una célula que expresa CD20 humano. Ejemplos de enfermedades y
trastornos no limitantes que pueden tratarse mediante la administracion de las

formulaciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen canceres de linfocitos B,
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tales como linfomas no hodgkinianos, por ejemplo, linfoma folicular, linfoma difuso de
linfocitos B grandes, linfoma de células del manto linfoma y linfoma de la zona marginal.

Los métodos terapéuticos de la presente invencién comprenden administrar a un
sujeto cualquier formulacion que comprenda un anticuerpo biespecifico anti-CD20 x
anti-CD3 como se describe en la presente descripcion. El sujeto al que se administra la
formulacién farmacéutica puede ser, por ejemplo, cualquier ser humano o animal no
humano que necesite dicho tratamiento. Por ejemplo, el sujeto puede ser un individuo
al que se le diagnostica o que se considera que corre el riesgo de padecer cualquiera
de las enfermedades o trastornos mencionados anteriormente. La presente invencion
incluye ademas el uso de cualquiera de las formulaciones farmacéuticas descritas en la
presente descripcion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
cualquier enfermedad o trastorno asociado con una célula que expresa CD20 humano,
que incluyen cualquiera de las enfermedades, trastornos y afecciones ilustrativas
mencionadas anteriormente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona kits que comprenden
una formulacién farmacéutica (por ejemplo, un envase con la formulacion o una forma
farmacéutica unitaria), como se comenta en la presente descripcién, y un empaque o
etiquetado (por ejemplo, un prospecto) con instrucciones para usar la formulacion
farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad o trastorno, como se comento
anteriormente. En algunos casos, las instrucciones proporcionan el uso de una forma
de dosificacion unitaria, como se comenta en la presente descripcidn, para el tratamiento
de una enfermedad o trastorno.

Un resumen de las secuencias y las SEQ ID NO correspondientes a las que se

hace referencia en la presente descripcion se muestran en la Tabla 1, mas abajo.
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Tabla 1: Resumen de secuencias

SEQ ID NO: Descripcion

1 Cadena pesada anti-CD20

2 Cadena pesada anti-CD3

3 Cadena ligera comin Anti-CD20 y Anti-CD3

4 HCVR anti-CD20

5 HCVR anti-CD3

6 LCVR comun anti-CD20 y anti-CD3

7 HCDR1 anti-CD20

8 HCDR?2 anti-CD20

9 HCDR3 anti-CD20

10 HCDR1 anti-CD3

11 HCDR?2 anti-CD3

12 HCDR3 anti-CD3

13 LCDR1 comun Anti-CD20 y Anti-CD3

14 LCDR2 comun Anti-CD20 y Anti-CD3

15 LCDR3 comuin Anti-CD20 y Anti-CD3

16 Regién constante de la cadena pesada IgG4

17 Regién constante de la cadena pesada IgG4 con H435R/Y436F

18 Region constante de la cadena pesada IgG1

19 Regién constante de la cadena pesada IgG1 con H435R/Y436F
EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se establecen para proporcionar a los expertos en la
técnica una divulgacién y descripcion completa de como hacer y usar los métodos y las
composiciones de la invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencién. Se realizaron esfuerzos para garantizar la precision con
respecto a los nimeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se
deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se
indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso
molecular promedio, la temperatura esta en grados centigrados y la presion es o esta
cerca de la atmosférica.

Ejemplo 1: Desarrollo de formulaciones de anticuerpos biespecificos anti-CD20 x anti-
CDa3 liguidas estables

Las actividades de desarrollo de formulaciones incluyeron la evaluacién de
amortiguadores, pH, codisolventes organicos, tensioactivos, y estabilizadores térmicos
para identificar excipientes que mejoren la estabilidad de la proteina. Los resultados
generados a partir de estos estudios, asi como los comentados en el Ejemplo 2, se
usaron para desarrollar una formulacién liquida estable adecuada para uso clinico.

El efecto del amortiguador y el pH sobre la estabilidad térmica de REGN1979 se
examiné en formulaciones liquidas mediante la incubacién de REGN1979 a 15 mg/mL
y 45 °C durante 28 dias en una serie de sistemas amortiguadores a diferentes intervalos

de pH. Se estudiaron los siguientes sistemas amortiguadores y pH: acetato (pH 4,5 a
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5,5), histidina (pH 5,5 a 6,5), y fosfato (pH 6,0 a 7,0). Con base en los resultados del
analisis de SE-UPLC, se observé la maxima estabilidad de la proteina cuando
REGN1979 se formul6 entre pH 5,5 y pH 6,0 en amortiguador de L-histidina (Tabla 2).
Con base en los resultados del andlisis de CEX-UPLC, se observé la maxima estabilidad
de la proteina cuando REGN1979 se formulé entre pH 5,5 y pH 6,0 en amortiguador de
L-histidina o entre pH 4,5 y 5,0 en amortiguador acetato. Estos analisis también
revelaron que la fragmentacion (es decir, la formacidon de especies de bajo peso
molecular), formacién de especies de HMW, y variantes de carga fueron las principales
vias de degradacién. El amortiguador de histidina se seleccioné como el amortiguador
de formulacion para las formulaciones de medicamentos (DP) porque minimizaba la
formacion de especies de alto peso molecular, la ruta de degradacién de mayor
preocupacion. Se eligié un pH de 5,8 para las formulaciones de DP porque la formacion
de especies de alto peso molecular y las variantes de carga se minimizaron a este pH.
En base a estos resultados, asi como a los comentados en el Ejemplo 2, se eligié
amortiguador de histidina 10 mM, a pH 5,8, para las formulaciones del DP REGN1979.

Los estabilizadores térmicos tales como la sacarosa, a menudo se adicionan a las
formulaciones de anticuerpos para aumentar la estabilidad térmica de la proteina.
REGN1979 25 mg/mL en una formulacién liquida mostré una estabilidad mejorada
cuando se formul6 con sacarosa al 10 % y se incubd en condiciones aceleradas (Tabla
3). Después de laincubacién a 45 °C durante 28 dias, las especies de HMW aumentaron
en un 0,6 % en la formulacién que contenia un 10 % de sacarosa en comparacién con
un aumento del 1,4 % en la formulacion de control sin sacarosa. En base a estos
resultados, asi como a los comentados en el Ejemplo 2, se eligié la sacarosa como
estabilizador térmico para la formulacion del DP REGN1979.

Los codisolventes organicos, tales como los tensioactivos, a menudo se adicionan
a las formulaciones de anticuerpos para proteger la proteina de la agregacion inducida
por agitacion. Se examiné el efecto de los tensioactivos sobre la estabilidad ante el
estrés por agitacion y la estabilidad térmica de REGN1979 25 mg/mL. Se evaluaron los
siguientes tensioactivos: polisorbato 20 al 0,1 % y polisorbato 80 al 0,1 % en este
ejemplo. Los resultados de los estudios de estabilidad ante el estrés por agitacion y
estabilidad térmica se resumen en la Tabla 4 y la Tabla 5, respectivamente. REGN1979
fue inestable cuando se agité con voértex durante 120 minutos en ausencia de un
tensioactivo. En ausencia de tensioactivo, la formulacion mostré un aumento del 1,5 %
en las especies de HMW segun se determiné por SE-UPLC (Tabla 4). Los dos

tensioactivos que se probaron protegieron a REGN1979 de la inestabilidad inducida por
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agitacion en un grado similar (Tabla 4). Ademas, los dos tensioactivos que se probaron
redujeron la estabilidad térmica de REGN1979 en un grado similar, 1o que se manifestd
como un aumento en las especies de HMW, las especies de LMW vy las especies con
carga basica (Tabla 5). En base a estos resultados, asi como a los comentados en el
Ejemplo 2, se eligi6 el polisorbato 80 como el tensioactivo para las formulaciones del
DP REGN1979.

REGN1979 mostrd la maxima estabilidad cuando se formul6 en presencia de
histidina, polisorbato 80, y sacarosa a pH 5,8. Las principales vias de degradacion
identificadas durante el desarrollo de la formulacion liquida de REGN1979 fueron la
formacion de especies de alto y bajo peso molecular y variantes de carga. En base a los
resultados de estos experimentos, y los comentados en el Ejemplo 2, se determin6 que
una formulacion amortiguada acuosa que contiene histidina 10 mM, pH 5,8, 0,1 % (p/v)
de polisorbato 80, 10 % (p/v) de sacarosa, y de 2-160 mg/mL (por ejemplo, 2 mg/mL, 20
mg/mL o0 100 mg/mL) de REGN1979 era la méas estable.
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Ejemplo 2: Almacenamiento y estabilidad al estrés de las formulaciones

Se realizaron estudios de investigacion de la estabilidad para evaluar la estabilidad
de almacenamiento, acelerada, y al estrés de las formulaciones de medicamentos (DP)
de REGN1979. El DP usado en los estudios de investigacién de la estabilidad se cre6
mediante el llenado de 1,2 mL o 5,5 mL de sustancia farmacoldgica en viales de vidrio
tipo 1 de 2 mL o 10 mL, respectivamente, seguido de un proceso de recubrimiento de
nitrégeno. El DP se incubd en varias condiciones de alta temperatura. Estas condiciones
aceleradas se seleccionaron para simular las condiciones a las que puede estar sujeto
el DP durante la fabricacion y el manejo y para dilucidar las vias de degradacion del DP
REGN1979 con recubrimiento con nitrégeno.

Estabilidad de almacenamiento: Actualmente, los datos de estabilidad de
investigacion de 9 meses estan disponibles para el vial de 2 mL y el vial de 10 mL de
DP. Para ambas presentaciones del DP, el DP REGN1979 fue fisica y quimicamente
estable cuando se almacené a 5 °C durante 9 meses (Tabla 6 y Tabla 7). No se detectd
ningun cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en ninguno de los atributos
controlados.

Estabilidad acelerada: Se proporcionan los resultados del andlisis del vial de 2 mL
y el vial de 10 mL de DP REGN1979 después de la incubacién en condiciones
aceleradas en la Tabla 8 y Tabla 9, respectivamente. Para ambas presentaciones del
DP, no se observé una degradacion apreciable cuando la proteina se incubd durante un
mes a 25°C, lo que indica que ambos DP REGN1979 pueden exponerse a periodos
cortos de tiempo a temperatura ambiente. Después de la incubacién durante 28 dias a
45 °C, se detect6é una formacion apreciable de HMW, LMW y variantes de carga. Los
resultados de esta condicién acelerada demostraron que la formacién de HMW, LMW y
variantes de carga fueron la principal via de degradacion para el vial de 2 mL y el vial
de 10 mL DP.

Estabilidad al estrés: Los resultados de la estabilidad al estrés del vial de 2 mL y
10 mL de DP REGN1979 se proporcionan en las Tabla 10 y Tabla 11, respectivamente.
Ambas presentaciones de DP fueron fisica y quimicamente estables cuando se agitaron
(a temperatura ambiente) durante 120 minutos o cuando se sometieron a 8 ciclos de
congelacion/descongelacion (congelacion a -30°C y descongelar a temperatura
ambiente). No se detect6 ninglin cambio apreciable en la estabilidad fisica o quimica en

ninguno de los atributos controlados.
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Tabla 6: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979

almacenado a 5°C

Formulacion REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con recubrimiento de nitrégeno)
Volumen de llenado 1,2mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones West
V2-F451W 4432/50 GRY B2-TR recubiertos FluroTec®de 13 mm
Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)

Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado | bado | bado | bado | bado | bado | bado

Turbidez (aumento de 0,00

OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 5,8 5,8 5,8 59 5,8 5.8 5,8 5,9
Andlisis de | 2-10 um 272 NR NR 818 NR 2632 NR 3169
particulas— Foqq7 7 NR | NR | 13 | NR | 27 | NR | 21
mediante

MFI 0 NR 4
(particu- 225 ym 0 NR NR 0 NR

las/mL)

% de proteina

recuperada  mediante | 100 104 101 100 101 101 101 99
RP-UPLC
Pureza por No
MCE reducida;
% de | 97,7 NR NR 96,4 NR 96,8 NR 96,8
pico
principal
Reducid
a,

% de la
cadena
pesada +
ligera
Pureza por % de
SE-UPLC HMW 0,6 0,6 0,6 0,6
%nativo | 994 | 994 | 994 | 99,4 | 994 | 995 | 992 | 99,4
% de
LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0.0 0.3 0.0
Andlisis de | % acido 14,0 14,4 16,3 14,1 13,6 15,8 14,3 16,1
variantes de | %

cargapor | principal | 39,1 | 378 | 350 | 352 | 346 | 3% | 363 | 352
CEX-UPLC | 9% basico | 46,9 | 478 | 486 | 50,7 | 51,8 | 49,8 | 494 | 488
Andlisis de | % acido 20,3 NR NR 19,8 NR 21,1 NR 21,3
variantes de | %

carga por principal 70,8 NR NR 71,7 NR 69,6 NR 68,9
iCIEF % béasico | 8,9 NR NR 8,5 NR 9,3 NR 9,8

% de potencia relatva | g5 | Ng | NR | 128 | NR | 208 | 108 | 77

99,7 NR NR 99,9 NR 99,9 NR 99,9

0,6 0,5 0,6 0,6

CEX, intercambio cati6nico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 7: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979 almacenado a
5°C

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con recubrimiento de nitrégeno)
Volumen de llenado 55mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con tapones West
V10W-F597W 4432/50 GRY B2-TR recubiertos con FluroTec® de 20
mm
Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado | bado [ bado | bado | bado | bado bado
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Turbidez (aumento de
OD a 405 nm)

pH 5,8 5,8 5,8 5,9 5,9 5.8 5.8 5.9
Andlisisde | 2-10 ym 299 NR NR 403 NR 865 NR 3810

particulas - I7>307 9 NR | NR 7 NR | 23 | NR 6
mediante

MFI
fpa”icu'as 225 pym 3 | NR| N | 3 | NR| 2 |NR 2
mL)
% de proteina
recuperada  mediante | 100 105 101 100 101 101 101 98
RP-UPLC

Pureza No

por reducida;

MCE % de pico 96,8 NR NR 97,2 NR 97,0 NR 96,9
principal
Reducida;
% de la
cadena 99,5 NR NR 99,7 NR 99,9 NR 99,9
pesada +
ligera

Pureza % de

por HMW 06 | 06 | 06 | o | @6 | O5 | 06 | 06

SE-UPLC % nativo 99,4 99,4 99,4 99,4 99,4 99,5 99,2 99,4
% de LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
Andlisis de | % acido 14,8 15,5 15,8 14,0 13,2 15,6 14,8 15,0
variantes % principal | 385 | 37,7 | 346 | 352 | 355 | 348 | 3572 35,9

de carga [To5 pasico
por

CEX- 49,6 49,9 49,1
UPLC 46,8 46,8 49,6 50,8 51,3
Andlisis de | % &cido 21,8 NR NR 20,5 NR 21,0 NR 20,9

variantes % principal | 70,2 NR NR 70,4 NR 69,6 NR 69,3
de carga | 9 basico
por 8,0 NR NR 9,2 NR 9,5 NR 9,8
iCIEF

N AAa nmAartAanaia valativia

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 8: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979 - Efecto de

condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con
recubrimiento de nitrégeno)

Volumen de llenado 1,2 mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con
tapones West V2-F451W 4432/50 GRY B2-TR recubiertos
FluroTec®de 13 mm

Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH (meses) 45 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- Apro- | Apro- | Apro- [ Apro- | Apro- | Apro
bado bado bado bado bado -
bado
bado

Turbidez (aumento de OD a 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

405 nm) '

pH 58 5,8 5,8 5,9 5,8 5,8 5,8

Anélisis de | 2-10 ym 272 NR NR 643 NR NR 996

particulas 210 pm 7 NR NR 15 NR NR 38

mediante

ME)'(pa”"CU'aS/ 225 pm 0 NR NR 0 NR NR 5

m

% de proteina recuperada mediante

RP-UPLC 100 104 101 100 99 105 100

Pureza por No reducida;

MCE % de pico | 97,7 NR NR 95,1 NR NR 93,4

principal

Reducida;

% de la cadena | 99,7 NR NR 99,2 NR NR 97,3
pesada + ligera

Pureza por % de HMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,9 2,6

SE-UPLC % nativo 994 | 994 | 994 | 994 | 994 | 988 | 968

% de LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,6

Andlisis de | % acido 14,0 15,2 18,8 23,2 274 37,6 TD

variantes  de | % principal 391 | 374 | 307 | 264 | 239 17,3 D

carga por % basico

CEX-UPLC 46,9 47,4 50,5 50,4 48,7 45,2 TD

Andlisis de | % &cido 20,3 NR NR 27,1 NR NR TD

variantes de | % principal 70,8 NR NR 59,0 NR NR TD

carga por % basico Qa NR NR 120 NR NR ™

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 9: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979 — efecto de

condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con
recubrimiento de nitrégeno)

Volumen de llenado 55mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con
tapones West V10W-F597W 4432/50 GRY B2-TR
recubiertos con FluroTec®de 20 mm

Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH (meses) 45 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro | Apro-
bado bado bado bado - bado
bado
bado

Turbidez (aumento de OD a405nm) | (00 0,00 0,00 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,01

pH 5.8 5,8 5,8 5,9 5,8 5,8 5,8

Andlisis  de | 2-10 ym 299 NR NR 351 NR NR 881

particulas >10 um 9 NR NR 11 NR NR 21

mediante

MFI(particu- | >25 m 3 NR NR 5 NR | NR 3

las/mL)

% de proteina recuperada mediante

RP-UPLC 100 104 101 100 99 104 100

Pureza por No reducida;

MCE % de pico principal 96,8 NR NR 95,5 NR NR 93,6

Reducida;
% de la cadena | 99,5 NR NR 99,9 NR NR 97,5
pesada + ligera

Pureza por % de HMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,9 2,4

SEUPLE % nativo 994 | 994 | 994 | 994 | 994 | 989 | 97.0

% de LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,6

Andlisis de | % acido 14,8 14,9 18,9 22,3 27,4 35,0 TD

variantes  de | % principal 385 | 386 | 319 | 277 | 242 [ 194 ]| TD

carga por % bésico

CEX-UPLC 46,8 46,5 49,2 50,0 48,5 | 45,6 D

CEX, intercambio cati6nico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad éptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 10: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979 — efecto de

las condiciones de estrés

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con recubrimiento de
nitrégeno)

Volumen de llenado 1,2mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones
West V2-F451W 4432/50 GRY B2-TR recubiertos FluroTec®
de 13 mm

Agitacion (minutos) Congelacion/descon-
gelacién (ciclos)
Ensayo 0 60 120 4 8
Color y apariencia Aprobad | Aprobado Aprobado Aprobado | Aprobad
0 o
Turbidez (aumento de OD a 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00

405 nm)

pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

Analisis de | 2-10 ym 272 NR 268 NR 10 327

pma;f;;‘ﬂ?j el [ Z10pm 7 NR 29 NR 75

(particulas/mL) | 225 pm 0 NR 21 NR 16

% de proteina recuperada

mediante RP-UPLC 100 100 100 106 99

Pureza por No reducida;

MCE % de pico 97,7 NR 96,8 NR 96,8

principal
Reducida;
% de la
cadena 99,7 NR 99,8 NR 99,9
pesada +
ligera
Pureza por % de HMW 0,6 0,7 0,7 0,8 0,7
SEUPLC % nativo 99,4 99,3 99,4 99,2 99,3
% de LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Andlisis de | % &cido 14,0 13,4 13,6 13,5 13,6

variantes de | % principal 39,1 35,1 35,0 35,9 35,3

carga por % basico

CEX-UPLC 46,9 51,6 51,4 50,5 51,2

Andlisis de | % acido 20,3 NR 20,9 NR 20,6

variantes de | % principal 70,8 NR 69,6 NR 69,6

carga por % basico oa INT=) 11N N]=) or

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion.
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Tabla 11: Estabilidad de investigacion del medicamento REGN1979: efecto de las

condiciones de estrés

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8 (con
recubrimiento de nitrdgeno)

Volumen de llenado 55mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con
tapones West VI10W-F597W 4432/50 GRY B2-TR
recubiertos con FluroTec®de 20 mm

Agitacién (minutos) | Congelacion/descon-
gelacion (ciclos)
Ensayo 0 60 120 4 8
Color y apariencia Aprobad | Aprobado | Aprobad | Aprobado | Aprobad
0 0 0

Turbidez (aumento de OD a 405 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00

nm) '

pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

Andlisis de | 2-10 ym 299 NR 3742 NR 5606

ﬁiﬂical::?es ey [2100m 9 NR 21 NR 18

(particulas/ >25 um 3 NR 0 NR 0

mL)

% de proteina recuperada mediante

RP-UPLC 100 100 100 100 100

Pureza por No reducida;

MCE % de pico 96,8 NR 97,8 NR 97,2

principal

Reducida;

% de la cadena 99,5 NR 99,4 NR 99,7
pesada + ligera

Pureza por % de HMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

SEUPLC % nativo 99,4 99,4 99,4 99,4 99,4

% de LMW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Analisis de | % acido 14,8 12,6 13,3 12,6 12,8

variantes de | % principal 38,5 36,7 36,1 36,7 36,4

carga por % basico

CEX-UPLC 46,8 50,8 50,6 50,7 50,8

Andlisis de | % &cido 21,8 NR 21,0 NR 21,9

variantes de | % principal 70,2 NR 69,8 NR 68,8

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién

Los resultados de los estudios de estabilidad con almacenamiento, en condiciones
aceleradas, y de estrés indican que REGN1979 sera estable durante la fabricacion
(operaciones de formulacion, llenado/acabado, y etiquetado) y puede soportar
exposiciones breves a temperatura ambiente sin comprometer la estabilidad fisica o
quimica.

Se realizaron experimentos de estabilidad adicionales para formulaciones que
contenian 2 mg/mL, 20 mg/mL, 100 mg/mL y 160 mg/mL del anticuerpo biespecifico
(REGN1979) con histidina 10 mM, sacarosa al 10 % p/v, polisorbato 80 al 0,1 % p/vy
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pH 5,8. Los resultados se muestran en la Tabla 27, mas abajo. NR = no informado; ND
= demasiado degradado para ser analizado.
Tabla 12: Estabilidad en investigacion de 2 mg/mL del medicamento REGN1979

(5 % de O2 en el espacio superior) almacenado a 5°C

Formulacion REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8, espacio superior 5% de O2

Volumen de llenado 1,2mL

Envase/cierre Viales de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones West
V2-FA51W 4432/50 GRY B2-TR de 13 mm recubiertos con
FluroTec®

Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 [ 24 | 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado | bado | bado | bado | bado
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00

Turbidez (aumento de OD a

405 nm)

pH 5,8 5,9 5,9 5,8 5,8 5,8
Analisis de | 210 ym 6 NR NR 11 NR 21
particulas por

HIAC 225 ym 1 NR NR 0 NR 1
(particulas/mL)

Analisis de | 2-10 um 146 NR NR 847 NR 1076
particulas  por | 210 um 4 NR NR 23 NR 8
MFI

(particulas/mL) 225 ym 0 NR NR 4 NR 2

% de proteina recuperada
mediante RP-UPLC

100 102 100 103 108 106

Pureza por No
MCE reducida; | 75 | NR | NR | 970 | NR | 972
% de pico

principal

Reducida;

% de la

cadena 98,3 NR NR 97,9 NR 98,5

pesada +

ligera
Pureza por % deHMW | 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7
SE-UPLC % nativo 99,1 [ 99,1 | 99,1 99,2 [ 99,2 | 99,2

% de LMW 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
Andlisis de | % &cido 13,8 13,2 13,4 12,7 13,2 14,5
variantes  de | % principal | 37,3 | 36,7 | 364 | 363 | 364 | 369
e iBLe %basico | 490 | 502 | 502 | 509 | 504 | 486
Andlisis de | % &cido 24,2 NR NR 25,2 NR 27,0
variantes  de | % principal | 61,7 NR NR 59,8 NR 59,2
carga por % basico
iCIEE 14,1 NR NR 15,0 NR 13,8

% de potencia relativa

. - 131 NR NR 103 NR 98
mediante bioensayo

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 13: Estabilidad en investigacion de 2 mg/mL del medicamento REGN1979

(5 % de O2 en el espacio superior) - Efecto de condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8, espacio
superior 5 % 02

Volumen de llenado 1,2mL

Envase/cierre Viales de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con
tapones West V2-F451W 4432/50 GRY B2-TR de 13 mm
recubiertos con FluroTec®

Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH 45 °C (meses)
(meses)
Ensayo 0 1 3 6 0.5 1 3
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado bado bado | bado bado bado bado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

pH 5,8 5,9 5,9 5,8 59 5,9 59
Analisis de | 210 ym 6 NR NR 6 NR NR 13
?;;'H,CC”J?;S /Fr’T?[) HIAC | 525 ym 1 | NR | NR| 0 | NR | NR 1
Andlisis de | 2-10 ym 146 NR NR 2354 NR NR 522
particulas por MFI 210 ym 4 NR NR 23 NR NR 29
(particulas/mL) 225 um 0 NR NR 10 NR NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 101 100 103 99 101 99
Pureza por No reducida;
MCE % de pico | 97,2 NR NR 95,6 NR NR 89,9
principal
Reducida;

% de la cadena | 98,3 NR NR 98,5 NR NR 97,7
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 1,2 1,8 9,0

SE-UPLC % nativo 99,1 | 99,2 | 99,1 | 992 | 986 | 980 | 903
% de LMW

0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,2 0,7

Andlisis de variantes | % acido

de carga por 13,8 12,8 14,2 22,4 27,7 38,8 D
CEX-UPLC % principal 37,3 36,5 36,0 27,2 26,4 14,9 TD

% basico 49,0 50,7 49,7 50,4 45,9 46,2 TD
Analisis de variantes | % &cido 24,2 NR NR 30,0 NR NR D
de carga por % principal 61,7 NR NR 49,4 NR NR TD
iCIEF % basico 14,1 NR NR 20,6 NR NR TD

CEX, intercambio catiénico; HMW, alto peso molecular; iCIEF, imagen de enfoque isoeléctrico capilar; LMW,
bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip; MFI, imagenes de microflujo; NR, no
requerido; OD, densidad 6ptica; HR, humedad relativa; RP, fase inversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC,
TD, demasiado degradado para analizar; cromatografia liquida de ultra rendimiento
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Tabla 14: Estabilidad en investigacion de 2 mg/mL de medicamento REGN1979

(5 % de O2 en el espacio superior) - Efecto de las condiciones de estrés

Formulacién REGN1979 2 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 58 (con
recubrimiento de nitrégeno)

Volumen de llenado 12mL

Envase/cierre Viales de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones
West V2-F451W 4432/50 GRY B2-TR recubiertos con
FluroTec® de 13 mm

Agitacion (min) Congelacién/descon-
gelacioén (ciclos)
Ensayo 0 24 48 4 8
Color y apariencia Aprobado | Aprobado | Aprobado | Aprobado | Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00

405 nm)

pH 58 5,8 5,8 5,8 59

Analisis de [ 210 um 6 NR 2 NR NR

particulas por

HIAC 225 pm 1 NR 1 NR NR

(particulas/mL)

Analisis  de | 2-10 ym 146 NR 165 NR 1625

f\’ﬂa;f'cu'as POr 10 um 4 NR 2 NR 25

(particulas/mL) | 225 ym 0 NR 0 NR 4

% de proteina recuperada

mediante RP-UPLC 100 100 100 101 101

Pureza por No reducida;

MCE % de pico 97,2 NR 97,3 NR 97,1

principal

Reducida;

% de la cadena 98,3 NR 98,5 NR 98,5
pesada + ligera

Pureza por % de HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

SE-UPLC % nativo 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1

% de LMW 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Analisis de | % acido 13,8 13,5 13,9 13,4 13,0

variantes  de | % principal 37,3 37,4 37,7 35,5 36,5

carga por % basico

CEX-UPLC 49,0 49,1 48,4 51,1 50,4

Analisis de | % acido 24,2 NR 24,0 NR 24,0

variantes  de | % principal 61,7 NR 61,2 NR 61,9

carga por % basico

iCIEE 14,1 NR 14,8 NR 14,1

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 15: Estabilidad en investigacion de 20 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado a 5°C — 4,5 mL Llenado en un vial de vidrio de 10 mL

Formulacién REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0.1 % (p/v), pH 5.8
Volumen de llenado 4,5mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con tapones
West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos FluroTec® de
20 mm
Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 [ 24 [ 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado [ bado | bado | bado | bado
Turbidez (aumento de OD a 0.00 0,00 0.00 0.00 0.00 0.00
405 nm)
pH 5,8 5,8 5,8 5,9 5,8 5,8
Andlisis de | 210 um 3 NR NR 16 NR 3
particulas  por
HIAC 225 pm 0 NR NR 1 NR 1
(particulas/mL)
Analisis de | 2-10 ym 293 NR NR | 3253 | NR | 754
EAaFr}'CU'aS PO 10 um 3 NR | NR | 20 | NR | 2
% de proteina recuperada
mediante RP-UPLC 100 102 99 96 96 105
Pureza por No reducida;
MCE % de pico | 96,5 NR NR 96,4 NR 96,9
principal
Reducida;
% de la
cadena 98,2 NR NR 98,1 NR 98,0
pesada +
ligera
Pureza por % de HMW 1,2 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2
SE-UPLC %naivo | 951 | og5 | 984 | 983 | 985 | 981
% de LMW 0,7 0,4 0,4 0,6 03 | 07
Andlisis de | % &cido 15,1 15,3 16,6 17,8 16,8 | 15,8
variantes de | % principal 33,3 33,4 29,6 32,2 30,1 30,8
carga por % basico
CEX-UPLC ’ 516 | 51,3 | 538 | 499 | 532 | 533
Analisis de | % acido 23,8 NR NR 23,8 NR 26,2
variantes  de | % principal 61,6 NR NR 61,6 NR 59,1
carga por % basico 147 | NR | NR | 146 | NR | 147
iICIEF
5 - -
% . de _potencia relativa 133 NR NR 106 NR 120
mediante bioensayo

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 16: Estabilidad de investigacion de 20 mg/mL de medicamento REGN1979

—4,5mL Llenado en un vial de vidrio de 10 mL - Efecto de condiciones

aceleradas
Formulacién REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al
10 % (p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 45 mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con
tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40
recubiertos con FluroTec®de 20 mm
Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH 45 °C (meses)
(meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro
bado | bado | bado | bado | bado -
bado
bado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 | 0,00 | 0,01 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03
pH 58 59 5,9 5,8 5,9 59 | 58
Andlisis de | 210 um 3 NR NR 4 NR NR 28
particulas por
HIAC 225 um 0 NR NR 1 NR NR 1
(particulas/mL)
Anélisis de | 2-10 pm 293 NR NR 2900 NR NR 3645
particulas por MFI | 210 pm 3 NR NR 10 NR NR 42
(particulas/mL) >25 um 0 NR | NR 0 NR | NR 0
% de proteina recuperada mediante RP-
UPLC 100 103 100 95 101 102 99
Pureza por No reducida;
MCE % de pico | 96,5 NR NR 96,2 NR NR 90,2
principal
Reducida;
% de la cadena | 98,2 NR NR 97,8 NR NR 91,5
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 1,2 1,1 1,2 1,3 1,7 28 | 99
SEUPLC % nativo 98,1 | 985 | 985 | 98,0 | 979 | 964 | 883
% de LMW 0,7 0,4 0,3 0,8 0,4 0,8 1,7
Andlisis de | % acido 15,1 16,2 19,8 22,5 25,8 39 TD
variantes de carga | % principal 333 | 32,1 | 263 | 27,7 | 20,7 | 135 | TD
por % basico
CEX-UPLC 51,6 51,7 53,9 49,8 53,5 47,5 TD
Analisis de | % é&cido 23,8 NR NR 29,3 NR NR TD
variantes de carga | % principal 61,6 NR NR 50,6 NR NR TD

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 17: Estabilidad de investigacion de 20 mg/mL de medicamento REGN1979

—4,5mL Llenado en un vial de vidrio de 10 mL — Efecto de las condiciones de

estrés
Formulacién REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 45mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con
tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos
con FluroTec®de 20 mm
Agitacién (min) Congelacién/descon
-gelacién (ciclos)
Ensayo 0 24 48 4 8
Color y apariencia Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad
0 0 0 0 0
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 538 5,8 5,9 5,9 59
Analisis de | 210 um 3 NR 33 NR NR
particulas  por
HIAC 225 pm 0 NR 1 NR NR
(particulas/mL)
Analisis de | 2-10 ym 293 NR 3580 NR 5563
F'\’AaFrf'C“'aS Por 210 um 3 NR 46 NR 15
(particulas/mL) | 225 pm 0 NR 3 NR 3
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 99 100 98 99
Pureza por No reducida;
MCE % de pico 96,5 NR 96,7 NR 96,8
principal
Reducida;
% de la cadena 98,2 NR 98,2 NR 98,2
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 1,2 11 11 1,2 1,2
SE-UPLC % nativo 98,1 98,3 98,4 98,3 98,4
% de LMW 0,7 0,6 0,5 0,4 0,4
Analisis de | % acido 15,1 13,4 15,2 15,6 15,3
variantes de | % principal 33,3 32,5 30,6 33,5 33,2
carga por % bésico
CEX-UPLC 51,6 54,1 54,2 50,9 51,5
Andlisis de | % &cido 23,8 NR 23,7 NR 23,3
variantes de | % principal 61,6 NR 61,6 NR 62,5
carga por % basico 147 INT=) 147 INT=) 149

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 18: Estabilidad en investigacion de 160 mg de medicamento REGN1979
almacenado a 5°C — 8,5 mL Llenado en un vial de vidrio de 10 mL

Formulacién REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 8,5 mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con tapones
West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos con FluroTec®
de 20 mm
Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 | 24 | 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado [ bado | bado | bado | bado
Turbidez (aumento de OD a 0.00 0,00 0.00 0.00 0.00 0.00
405 nm)
pH 5,8 5,8 5,8 5,9 5,8 5,8
Anélisis de
particulas  por | 210 MM 1 NR NR 4 NR 4
HIAC S
(particulas/mL) | 225 bm 0 NR NR 0 NR 0
Analisis de | 2-10 ym 724 | NR NR | 1059 | NR | 690
Rﬂa;f'cu'as POr 210 um 34 | NR | NR 0 NR 2
(particulas/mL) | 225 pm 5 NR NR 0 NR 2
% de proteina recuperada
mediante RP-UPLC 100 102 99 95 96 102
Pureza por No
MCE reducida; | 975 | NR | NR | 970 | NR | 972
% de pico
principal
Reducida;
% de la
cadena 97,8 NR NR 97,0 NR 97,6
pesada +
ligera
Pureza por % de HMW 1,2 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2
SEUPLC %nativo | g9go | 985 | 985 | 982 | 985 | 984
% de LMW | 0,6 0,4 0,4 0,6 0,3 0,5
Analisis de | % &cido 15,4 15,0 14,5 14,8 16,2 15,4
variantes de | % principal | 34,4 34,1 33,9 34,3 29,2 32,4
carga por % bésico
CEX-UPLC ) 50,2 | 50,9 | 51,7 | 999 | 546 | 522
Analisis de | % acido 24,0 NR NR 29,3 NR 26,2
variantes  de | % principal | 61,6 NR NR 51,0 NR 60,0
carga por % basico
iCIEE 14,4 NR NR 19,7 NR 13,9
3 - -
) _de potenma relativa 115 NR NR 103 NR 119
mediante bioensayo

CEX, intercambio cati6nico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad éptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafo; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 19: Estabilidad en investigacion de 160 mg de medicamento REGN1979 —

Llenado de 8,5 mL en un vial de vidrio de 10 mL - Efecto de condiciones

aceleradas
Formulacién REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10
% (p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 8,5 mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con

tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos
con FluroTec®de 20 mm

Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH 45 °C (meses)
(meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado | bado | bado | bado bado bado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 | 001 | 001 | 0,00 | 0,00 0,00 0,03

pH 5.8 58 5,8 59 59 59 58

Analisis de | 210 ym 1 NR NR 3 NR NR 23
particulas por HIAC

(particulas/mL) 225 ym 0 NR | NR 0 NR | NR 1
Andlisis de | 2-10 ym 724 | NR | NR | 1357 | NR | NR | 1654
particulas por MFI 210 um 34 NR NR 4 NR NR 9
(particulas/mL) >25 um 5 NR | NR 0 NR | NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 103 99 95 100 101 99
Pureza por No reducida;
MCE % de pico | 97,0 NR NR 96,0 NR NR 91,5
principal
Reducida;

% de lacadena | 97,8 NR NR 97,9 NR NR 93,9
pesada + ligera

Pureza por % de HMW 1,2 1,1 1,2 1,2 1,7 2,7 | 101
SE-UPLC % nativo 98,2 | 986 | 985 | 982 | 979 | 965 | 882
% de LMW 0,6 0,4 0,4 0,6 0,4 0,8 1,8
Analisis de | % &cido 15,4 16,2 19,8 23,2 25,4 38,8 TD
variantes de carga | % principal 344 | 333 | 280 | 268 | 220 | 139 TD
por % basico
CEX-UPLC 50,2 | 505 | 52,2 | 50,0 | 52,6 | 47,2 D
Analisis de | % acido 240 | NR NR | 241 | NR NR D
variantes de carga | % principal 61,6 NR NR 61,4 NR NR D
por % basico 14 4 ND ND 11 R ND IN]=) ™

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 20: Estabilidad en investigacion de 160 mg del medicamento REGN1979 —

Llenado de 8,5 mL en un vial de vidrio de 10 mL - Efecto de las condiciones de

estrés
Formulacion REGN1979 20 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 8,5 ml
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 10 mL con
tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos
con FluroTec®de 20 mm
Agitacién (min) Congelacion/descon
-gelacién (ciclos)
Ensayo 0 24 48 4 8
Color y apariencia Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad
o 0 0 0 0
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 5,8 5,8 5,9 5,9 5,9
Andlisis de | 210 ym 1 NR 13 NR NR
particulas  por
HIAC 225 ym 0 NR 1 NR NR
(particulas/mL)
Ané!isis de | 2-10 pm 724 NR 1658 NR 2340
Rﬂalzrf'cu'as PO I">10 um 34 NR 9 NR 5
(particulas/mL) | 225 pm 5 NR 0 NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 99 103 100 99
Pureza por No reducida;
MCE % de pico 97,0 NR 97,0 NR 97,0
principal
Reducida;
% de la cadena 97,8 NR 97,9 NR 98,1
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 1,2 1,1 1,1 1,2 1,2
SEUPLC % nativo 98,2 98,4 98,4 98,4 98,3
% de LMW 0,6 0,5 0,5 04 0,5
Andlisis de | % &cido 15,4 14,3 14,8 15,1 15,4
variantes de | % principal 34,4 33,8 34,0 34,5 33,9
carga por % bésico
CEX-UPLC 50,2 51,9 51,1 50,4 50,7
Andlisis de | % acido 24,0 NR 25,1 NR 24,3
variantes de | % principal 61,6 NR 60,2 NR 61,8
caraa por % basico 14.4 NR 14.7 NR 14.0

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 21: Estabilidad en investigacion de 100 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado a 5°C

Formulacion REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8

Volumen de llenado 2,5 mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL con tapones
West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos con FluroTec®
de 20 mm

Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 | 24 | 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-

bado | bado | bado | bado | bado | bado
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Turbidez (aumento de OD a

405 nm)

pH 59 5,8 5,9 5,8 59 58
Andlisis de | 210 ym 4 NR NR 59 NR 3
particulas  por

HIAC =25 um 1 NR NR 1 NR 1
(particulas/mL)

Analisis de | 2-10 ym 3213 | NR NR | 3524 | NR | 4539
EA"";}'CU""S PO ">10 um 4 NR | NR | 48 | NR | 15
(particulas/mL) [ 225 ym 0 NR NR 6 NR 0

% de proteina recuperada

mediante RP-UPLC 100 102 99 100 100 97

Pureza por No
MCE reducida; | 963 | NR | NR | 963 | NR | 964
% de pico
principal
Reducida;
% de la
cadena 98,3 NR NR 98,4 NR 98,4
pesada +
ligera
Pureza por % de HMW 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,5
SE-UPLC % nativo 983 | 982 | 982 | 981 | 98,0 | 98,0
% de LMW 0,4 0,4 0,4 0,4 0,6 0,5
Andlisis de | % éacido 11,5 11,2 11,5 10,7 11,7 12,0
variantes de | % principal | 37,4 35,9 37,4 38,7 37,0 34,2
carga por % basico
CEX-UPLC ° 511 | 52,9 | 51,1 | 0.7 | 512 | 538
Andlisis de | % acido 23,8 NR NR 23,8 NR 26,5

variantes  de | % principal [ 59,9 NR NR 59,9 NR 58,6

carga por % basico
iCIEF 16,3 NR NR 16,3 NR 15,0

% de potencia relativa
mediante bioensayo

114 NR NR 127 NR 102

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion
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Tabla 22: Estabilidad en investigacion de 100 mg/mL del medicamento

REGN1979 - Efecto de las condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al
10 % (p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8

Volumen de llenado 2,5mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL con

tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos
con FluroTec®de 20 mm

Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH 45 °C (meses)
(meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado | bado | bado | bado bado bado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,03 0,12
pH 5,9 5,8 59 59 59 59 59
Andlisis de | =10 um 4 NR NR 18 NR NR 11
particulas por
HIAC 225 uym 1 NR NR 0 NR NR 0
(particulas/mL)
Ané!isis de | 2-10 pum 3213 NR NR 3524 NR NR 3667
',C\’AaFrf'C“'as PO I">10 um 4 NR | NR | 21 | NR | NR 92
(par“’cu|as/m|_) 225 um 0 NR NR 6 NR NR 2
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 102 100 100 100 103 95
Pureza por No reducida;
MCE % de pico principal 96,3 NR NR 95,1 NR NR 86,0
Reducida;
% de la cadena | 98,3 NR NR 97,9 NR NR 91,5
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 1,3 15 1,7 1,9 33 5,6 20,3
SE-UPLC :
% nativo 98,3 | 981 [ 97,9 | 974 | 96,0 | 934 | 782
% de LMW 0,4 0,4 0,4 0,8 0,7 1,0 1,5
Andlisis de | % acido 11,5 11,0 12,4 21,4 25,6 33,7 TD
variantes  de | % principal 37,4 35,8 36,1 27,8 24,6 16,1 TD
carga por % basico
CEX-UPLC 51,1 53,2 51,5 50,9 49,8 50,2 TD
Andlisis de | % acido 23,8 NR NR 29,3 NR NR TD
variantes  de | % principal 59,9 NR NR 48,3 NR NR TD
carga por % basico 163 | NR | NR | 224 | NR | NR | T
iCIEF ' !

CEX, intercambio cationico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad 6ptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 23: Estabilidad de investigacion de 100 mg/mL de medicamento REGN1979

- Efecto de las condiciones de estrés

Formulacion REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al
10 % (p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 2,5mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL con
tapones West S10-F451 4432/50 GRY B2-40 recubiertos
con FluroTec®de 20 mm
Agitaciéon (min) Congelacion/descon
-gelacién (ciclos)
Ensayo 0 24 48 4 8
Color y apariencia Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad | Aprobad
0 0 0 0 0
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
pH 5,9 5.8 5,8 5,8 5,9
Analisis de | 210 ym 4 NR 15 NR NR
particulas  por
HIAC 225 um 1 NR 1 NR NR
(particulas/mL)
Ané!isis de | 2-10 um 3213 NR 202 NR 6318
Rﬂalzrf'cu'as PO ">10 um 4 NR 10 NR 8
(particulas/mL) | 225 pm 0 NR 2 NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 101 102 102 101
Pureza por No reducida;
MCE % de pico 96,3 NR 96,3 NR 96,3
principal
Reducida;
% de la cadena 98,3 NR 98,4 NR 98,4
pesada + ligera
Pureza por % de HMW 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4
SE-UPLC % nativo 98,3 98,3 98,3 98,1 98,1
% de LMW 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5
Analisis de [ % acido 11,5 12,1 12,1 11,4 11,7
variantes de | % principal 37,4 38,7 39,5 35,3 37,6
carga por % bésico
CEX-UPLC 51,1 49,2 48,5 53,3 50,7
Andlisis de | % éacido 23,8 NR 23,4 NR 24,1
variantes de | % principal 59,9 NR 59,9 NR 59,8

CEX, intercambio cati6nico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; iCIEF, focalizacion
isoeléctrica capilar con imagenes; LMW, bajo peso molecular; MCE, electroforesis capilar con microchip;
MFI, imagenes de microflujo; NR, no requerido; OD, densidad éptica; RH, humedad relativa; RP, fase
reversa; SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucién
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Tabla 24: Estabilidad en investigacion de 160 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado a 5°C

Formulacion REGN1979 160 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 1,2mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones
West S2 F451 4432/50 B2 40 recubiertos con FluroTec® de
13 mm
Duracién del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 | 36

Color y apariencia Apro | Apro | Apro | Apro | Apro | Apro | Apro

bado | bado | bado | bado | bado | bado | bado
0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,010 | 0,01 | 0,07 | 0,00

Turbidez (aumento de OD a
405 nm)

pH 5,7 5,9 5.8 59 5,9 5,7 58

% de proteina recuperada
mediante RP-UPLC

100 99 96 98 94 94 95

Pureza por % de HMW 1,1 1,3 1,3 1,4 15 1,1 1,6

SE-UPLC % nativo 98,8 | 984 | 98,6 | 984 | 983 | 984 | 981
% de LMW 01 | 04 | 01 | 02 | 02 | 06 | 02

Andlisis _ de | % acido 120 | 120 | 130 | 125 | 133 | 138 | 126

variantes  de | % principal 380 | 37,2 | 386 | 39,7 | 39,7 | 39,1 | 39,2

carga por % bésico

CEX-UPLC 500 | 50,8 | 484 | 47,8 | 470 | 471 ] 482

CEX, intercambio catiénico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; LMW, bajo peso
molecular; OD, densidad éptica; RP, fase reversa, SE, exclusién por tamafio; UPLC, cromatografia liquida
de ultra resolucion.
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Tabla 25: Estabilidad en investigacion de 160 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado — Efecto de condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 160 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 1,2mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 2 mL con tapones
West S2 F451 4432/50 B2 40 recubiertos con FluroTec® de
13 mm
Almacenamiento a Almacenamiento a 45 °C
25 °C/60 % RH (meses) (meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- | Apro- Apro- Apro- Apro- Apro- Apro-
bado bado bado bado bado bado bado
Turbidez (aumento de OD a 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,14
0,00
405 nm)
pH 5.8 59 59 59 5,8 59 59
% de proteina recuperada
mediante RP-UPLC 100 98 94 97 97 99 93
Pureza % de HMW 1,1 1,6 1,9 2,2 3,5 5,8 20,5
g‘g_UPLC % nativo 988 | 981 97,6 97,4 | 960 | 934 | 780
% de LMW 0,1 0,4 0,6 0,3 0,5 0,6 1,6
Andlisis % éacido 12,0 11,8 14,8 16,6 22,5 34,5 49,6
de % principal 38,0 36,6 36,9 35,9 24,2 17,6 15,5
variantes % basico
de carga
por
CEX-UPL

CEX, intercambio catidnico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; LMW, bajo peso
molecular; OD, densidad 6ptica; RP, fase reversa, SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida
de ultra resolucién
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Tabla 26: Estabilidad en investigacion de 80 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado a 5°C

Formulacion REGN1979 80 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v),
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8

Volumen de llenado 2,5mL

Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL con tapones West

S10 F451 4432/50 B2 40 recubiertos con FluroTec®de 13 mm
Duracioén del almacenamiento a 5 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 9 12 18 24 | 36
Color y apariencia Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro- | Apro-
bado | bado [ bado | bado | bado [ bado bado

0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00

Turbidez (aumento de OD

a 405 nm)

pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

% de proteina recuperada

mediante RP-UPLC 100 101 103 99 97 99 98

Pureza por % de

SE-UPLC HMW 1,1 1,1 1,0 1,1 1,2 1,2 1,3
%nativo | 989 | 986 | 988 | 985 | 986 | 985 | 98,6
% de
LMW 0,1 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2

Andlisis de | % acido 12,1 11,6 13,1 13,5 13,5 13,5 13,2
variantes de | %
carga por principal 36,9 37,4 38,7 39,0 39,0 39,2 39,1
CEX-UPLC % basico | 50,9 | 51,0 | 482 | 475 | 475 | 473 | 477
CEX, intercambio catidnico; DS, sustancia farmacéutica; HMW, alto peso molecular; LMW, bajo peso

molecular; OD, densidad 6ptica; RP, fase reversa, SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida
de ultra resolucién
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Tabla 27: Estabilidad en investigacion de 80 mg/mL de medicamento REGN1979

almacenado — Efecto de condiciones aceleradas

Formulacién REGN1979 80 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,8
Volumen de llenado 2,5mL
Envase/cierre Frascos de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL con
tapones West S10 F451 4432/50 B2 recubiertos con
FluroTec®de 13 mm
Almacenamiento a Almacenamiento a
25 °C/60 % RH (meses) 45 °C (meses)
Ensayo 0 1 3 6 0,5 1 3
Color y apariencia Apro- Apro- | Apro- | Apro- | Apro | Apro- | Apro-
P bado bado bado - bado bado
bado
bado
Ir‘:]r)b'dez (aumento de OD a 405 | 444 | goo | 001 | 001 | 001 | 002 | 008
pH 5,8 58 5,8 5,9 5,8 59 5,8
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 99 103 100 101 100 98
Pureza por % de HMW 1,0 1,2 1,4 1,5 2,3 3,7 14,7
SE-UPLC ;
% nativo 98,9 | 984 | 983 | 981 | 973 | 955 | 835
% de LMW 0,1 0,4 0,4 0,4 0,4 0,6 1,6
Andlisis de | % acido 12,1 11,6 14,6 25,6 22,8 34,1 25,3
variantes  de | % principal 369 | 369 | 374 | 272 | 245 | 173 | 195

CEX, intercambio catiénico; HMW, alto peso molecular; LMW, bajo peso molecular; OD, densidad optica;
RP, fase reversa, SE, exclusion por tamafio; UPLC, cromatografia liquida de ultra resolucion

Se realizaron estudios de estabilidad adicionales con varios otros excipientes con

una concentracion de anticuerpos biespecifico (REGN1979) de 100 mg/mL. Las

diversas formulaciones (F1-F13) se muestran en la Tabla 28, mas abajo. Los resultados

de estos experimentos de estabilidad se muestran en las Tablas 29-41. En cada uno de

estos experimentos, el envase/cierre era un vial de vidrio de borosilicato tipo 1 de 5 mL
con tapén West V2-FA451W 4432/50 GRY B2-TR recubierto con FluroTec®. de 20 mm

Tabla 28: Formulaciones adicionales evaluadas

Num. de | Amortiguador Tensioactivo Estabilizador pH
formulacion

F1 Histidina 10 mM 0,1 % PS20 ArgHCI 150 mM 6,0
F2 Histidina 10 mM 0,1 % PS20 5 % sorbitol 5,5
F3 succinato 10 mM 0,1 % PS20 NaCl 150 mM 6,0
F4 acetato 10 mM 0,1 % PS80 ArgHCI 150 mM 6,2
F5 acetato 10 mM 0,1 % poloxamero 88 5 % sorbitol 57
F6 Histidina 10 mM 0,1 % PS80 NaCl 150 mM 5,5
F7 Histidina 10 mM 0,1 % PS80 5 % sorbitol 6,0
F8 succinato 10 mM 0,1 % poloxamero 88 ArgHCI 150 mM 5,5
F9 succinato 10 mM 0,1 % PS20 5 % sorbitol 6,5
F10 acetato 10 mM 0,1 % poloxamero 88 NaCl 150 mM 6,2
F11 acetato 10 mM 0,1 % PS20 10 % de sacarosa 5,2
F12 Histidina 10 mM 0,1 % poloxamero 88 10 % de sacarosa 6,5
F13 succinato 10 mM 0,1 % PS80 10 % de sacarosa 6,0
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Tabla 29: Estabilidad de investigacion de la formulacion F1 almacenada a 45°C

Formulacion REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, arginina HCI
150 mM, polisorbato 20 al 0,1 % (p/v), pH 6,0
Volumen de llenado 2,5
Duracidn del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0.5 1

Color y apariencia Aprobado Aprobado Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,04 0,10
pH 6,1 6,1 6,2
Analisis de | 2-10 ym 101 NR 563
particulas
mediante  MFI 210 um 5 NR 15
(particulas/mL) | 225 ym 0 NR 3
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 98 100
Pureza por % de HMW 2,5 8,2 14,8

% de LMW 0,3 0,7 1,1
Andlisis de | % acido 12,1 26,0 35,8
variantes  de | % principal 35,3 22,3 14,8
carga por % basico 51,7
CEX-UPLC 52,6 ' 49,4

Tabla 30: Estabilidad de investigacion de la formulacion F2 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sorbitol al 5 %,
polisorbato 20 al 0,1 % (p/v), pH 5,5
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0.5 1
Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,2
pH 5,7 5,7 58
Analisis de | 2-10 ym 140 NR 1685
particulas N
mediante MFI 210 ym 1 NR 40
(particulas/mL) 225 pm 7 NR 13
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 95 99
Pureza por % de HMW 2.4 45 7.4
% de LMW 0,3 0,6 0,8

Analisis de [ % &cido 12,5 29,6 37,6
variantes de | % principal 34,0 17,9 12,5
carga por % bésico 525
CEX-UPLC 53,5 ' 49,9
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Tabla 31: Estabilidad en investigacion de la formulacion F3 almacenada a 45°C

Formulacion REGN1979 100 mg/mL, succinato 10 mM, cloruro de sodio
150 mM, polisorbato 20 al 0,1 % (p/v), pH 6,0
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0.5 1

Color y apariencia Aprobado Suspenso Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,06 0,15
pH 5,9 5,9 6,0
Analisis de | 2-10 ym 2256 NR 1299
particulas N
mediante  MFI 210 ym 167 NR S0
(particulas/mL) | 225 um 17 NR 15
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 98
Pureza por % de HMW 2,7 8,2 13,8
SE-UPLC % nativo 97‘1 91,9 85,3

% de LMW 0,3 0,7 1,1
Analisis de | % acido 12,8 25,3 36,4
variantes de | % principal 33,5 21,9 14,2
carga por % bésico 529
CEX-UPLC 53,7 ’ 49,4

Tabla 32: Estabilidad en investigacion de la formulacion F4 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, acetato 10 mM, arginina HCI
150 mM, polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 6,2
Volumen de llenado 25
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0.5 1

Color y apariencia Aprobado Aprobado Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,04 0,08
pH 6,1 6,1 6,3
Anélisis de | 2-10 ym 48 NR 1600
particulas N
mediante  MFI 210 ym 11 NR 42
(particulas/mL) | 225 pm 0 NR 7
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 98 101
Pureza por % de HMW 2.6 7.4 13,0
SE-UPLC % nativo 97,1 91,9 85,9

% de LMW 0,3 0,7 1,1
Andlisis de | % &cido 12,2 25,5 36,0
variantes de | % principal 34,2 22,9 51,6
carga por % basico 14.8
CEX-UPLC 36,0 ' 49,2
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Tabla 33: Estabilidad en investigacion de la formulacion F5 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, acetato 10 mM, sorbitol al 5 %,
poloxamero 188 al 0,1 % (p/v), pH 5,7
Volumen de llenado 2,5
Duracidn del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1

Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,01
pH 5,7 5,8 5,7
Anélisis de | 2-10 ym 40 NR 1798
particulas N
mediante MFI 210 pm 3 NR 25
(particulas/mL) 225 pym 3 NR 3
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 99
Pureza por % de HMW 2,5 4,3 6,6

% de LMW 0,3 0,5 0,8
Andlisis de | % acido 12,6 26,4 37,8
variantes de | % principal 32,6 22,4 12,1
carga por % basico 513
CEX-UPLC 54,8 ’ 50,1

Tabla 34: Estabilidad en investigacion de la formulacion F6 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, cloruro de sodio
150 mM, polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 5,5
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1

Color y apariencia Aprobado Suspenso Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 0.00 0,08 021
nm)
pH 5,7 5,8 58
Ané!isis de | 2-10 ym 459 NR ND
e T T 13 NR ND
mediante
MFI
(particulas/ | 225 pm 0 NR ND
mL)
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 99
Pureza por | % de HMW 2,5 43 16,7
SE-UPLC % nativo 97.1 95,0 82.4

% de LMW 0,3 0,6 0,9
Andlisis de | % éacido 12,7 27,8 37,3
variantes de | % principal 32,7 20,3 12,6
carga por % bésico
CFEX-11PI 54 A 510 501
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Tabla 35: Estabilidad en investigacion de la formulacion F7 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sorbitol al 5 %,
polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 6,0
Volumen de llenado 2,5
Duracidén del almacenamiento a 45 °C (mes)

Ensayo 0 0,5 1
Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,02
pH 6,1 6,2 6,2
Analisis de [ 2-10 ym 71 NR 3745
particulas N
mediante  MFI 210 pm 3 NR 15
(particulas/mL) | 225 pm 3 NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 101
Pureza por % de HMW 2,5 3,9 6,1

% de LMW 0,3 0,5 0,8

Andlisis de | % &cido 13,3 25,9 36,0
variantes de | % principal 32,6 229 14,1
carga por % bésico
CEX-UPLC 54,1 51,2 49,9

Tabla 36: Estabilidad en investigacion de la formulacion F8 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, succinato 10 mM, arginina HCI
150 mM, poloxamero 188 al 0,1 % (p/v), pH 5,5
Volumen de llenado 25
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1

Color y apariencia Aprobado Suspenso Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,09 0,24
pH 55 55 55
Ané!isis de | 2-10 ym 171 NR 1468
particulas 210 pm 3 NR 15
mediante MFI
(particulas/mL) 225 um 0 NR 7
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 93 95
Pureza por % de HMW 2.4 3,9 28.1

% de LMW 0,3 0,6 0,9
Andlisis de | % acido 12,7 30,1 39,7
variantes de | % principal 32,5 17,3 10,5
carga por % basico
CEX-UPLC 54,8 52,6 49,9
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Tabla 37: Estabilidad en investigacion de la formulacion F9 almacenada a 45°C

Formulacion REGN1979 100 mg/mL, succinato 10 mM, sorbitol al 5 %,
polisorbato 20 al 0,1 % (p/v), pH 6,5
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)

Ensayo 0 0,5 1
Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,02 0,04
pH 6,3 6,3 6,4
Analisis de [ 2-10 ym 272 NR 309
particulas N
mediante  MFI 210 ym 34 NR 19
(particulas/mL) | 225 ym 13 NR 15
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 99 105
Pureza por % de HMW 3,0 5,1 7.8

% de LMW 0,3 0,6 0,8

Andlisis de | % éacido 13,4 27,9 36,7
variantes de | % principal 32,6 18,9 14,3
carga por % bésico
CEX-UPLC 54,0 53,2 49,0

Tabla 38: Estabilidad en investigacion de la formulacién F10 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, acetato 10 mM, cloruro de sodio
150 mM, poloxamero 188 al 0,1 % (p/v), pH 6,2
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)

Ensayo 0 0,5 1
Color y apariencia Aprobado Aprobado Suspenso
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,05 0,10
pH 6,2 6,2 6,3
Andlisis de | 2-10 pm 132 NR 1691
particulas N
mediante  MFI 210 ym 1 NR 32
(particulas/mL) | 225 pm 3 NR 3
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 97 101
Pureza por % de HMW 3,0 6,9 11,0
SE-UPLC % nativo 96,7 92,4 88,2

% de LMW 0,3 0,7 0,9

Andlisis de | % &cido 13,6 26,4 35,8
variantes de | % principal 31,8 21,0 14,4
carga por % bésico
CEX-UPLC 54,6 52,5 49,9
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Tabla 39: Estabilidad en investigacion de la formulacién F11 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, acetato 10 mM, sacarosa al 10 %
(p/v), polisorbato 20 al 0,1 % (p/v), pH 5,2
Volumen de llenado 2,5
Duracioén del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1
Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,09
pH 52 5,2 5,3
Analisis de | 2-10 ym 184 NR 1091
particulas N
mediante MFI 210 pm 17 NR 5
(particulas/mL) 225 pm 7 NR 0
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 97
Pureza por % de HMW 2.4 5,2 9,0
% de LMW 0,3 0,6 0,9
Analisis de | % &cido 13,4 32,6 41,9
variantes de | % principal 33,0 16,5 10,1
carga por % basico
CEX-UPLC 53,6 50,9 48,1

Tabla 40: Estabilidad en investigacion de la formulacién F12 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, histidina 10 mM, sacarosa al 10 %,
poloxamero 188 al 0,1 % (p/v), pH 6,5
Volumen de llenado 2,5
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1

Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,03
pH 6,5 6,6 6,6
Analisis de | 2-10 ym 249 NR 1639
particulas N
mediante MFI 210 pm 55 NR 50
(particulas/mL) [ 225 pm 11 NR 11
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 99 104
Pureza por % de HMW 2.7 3,8 57

% de LMW 0,3 0,6 0,9
Analisis de | % acido 13,1 27,4 38,0
variantes de | % principal 33,6 22,3 14,4
carga por % bésico
CEX-UPLC 53,3 50,3 47,6
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Tabla 41: Estabilidad en investigacion de la formulacién F13 almacenada a 45°C

Formulacién REGN1979 100 mg/mL, succinato 10 mM, sacarosa al
10 %, polisorbato 80 al 0,1 % (p/v), pH 6,0
Volumen de llenado 25
Duracién del almacenamiento a 45 °C (mes)
Ensayo 0 0,5 1

Color y apariencia Aprobado Aprobado Aprobado
Turbidez (aumento de OD a 405 nm) 0,00 0,01 0,01
pH 5,9 5,9 6,0
Anélisis de | 2-10 ym 73 NR 1108
particulas -
mediante  MFI 210 pm 15 NR 5S
(particulas/mL) 225 pm 3 NR 9
% de proteina recuperada mediante
RP-UPLC 100 96 101
Pureza por % de HMW 2.6 4,2 6.4
SE-UPLC % nativo 97’1 95,2 92,8

% de LMW 0,3 0,6 0,8
Analisis de | % &cido 12,8 25,9 37,8
variantes de | % principal 32,8 22,9 13,9
carga por % basico
CEX-UPLC 54,4 51,2 48,3

Ejemplo 3: Viscosidad de las formulaciones

Las medidas de viscosidad se realizaron a 20 °C mediante el uso de un
viscosimetro capilar Rheosense m-VROC (Rheosense, San Ramon, CA). Se prepararon
muestras de diversas concentraciones de REGN1979 que estaban en el intervalo entre
79,9 y 184,9 mg/mL en un amortiguador de formulacion que contenia histidina 10 mM y
sacarosa al 5% (pH 5,8). Todas las muestras se filtraron mediante el uso de filtros
centrifugos giratorios de 2 um antes de la medicion. Los resultados de las mediciones
se muestran mas abajo en la Tabla 42.

Tabla 42. Concentraciones de proteinas-viscosidad

Concentracion de proteinas (mg/mL) de la formulacién Viscosidad a 20°C sin reductor de
del farmaco (histidina 10 mM, pH 5,8, sacarosa al 5 %) viscosidad (cP)

79,9 2,8

115,7 54

154,8 12,1

184,9 33,0

El medicamento, que contiene una concentracion especifica de REGN1979, L-
histidina (0,57 mg/mL), monoclorhidrato de L-histidina monohidrato (1,33 mg/mL),
sacarosa (100 mg/mL), polisorbato 80 (1 mg/mL), y agua para inyeccion (USP), se

determind que tenia la viscosidad que se muestra en la Tabla 43, méas abajo.
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Tabla 43. Viscosidad del medicamento

Concentracion de REGN1979 Viscosidad (cP)
medicamento 2 mg 2 mg/mL 1,4
medicamento 80 mg y 160 mg 20 mg/mL 1,7
medicamento 200 mg 100 mg/mL 4,95

La baja viscosidad (por ejemplo, menos de 15 cP) observada en formulaciones
que contienen hasta 154,8 mg/mL de anticuerpo es ventajosa para usar en jeringas
precargadas o autoinyectores.

El alcance de la presente invencién no se limita a las modalidades especificas
descritas en la presente descripcion. De hecho, diversas modificaciones de la invencion,
ademés de aquellas descritas en la presente descripcion, serdn evidentes para los
expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior. Se pretende que dichas

modificaciones se encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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