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DESCRIPCION

Ensayo para determinar la capacidad de autoasociacion de una proteina usando espectroscopia de autointeraccion
de nanoparticulas dependiente de la concentracién

Campo

La invencién se refiere en general a la selecciéon de proteinas terapéuticas para su desarrollo y comercializacién; y
més especificamente a la seleccién de proteinas que tienen una mayor probabilidad de lograr facilmente una alta
concentracién de proteinas con una probabilidad concomitante menor de formar agregados. La invencién se refiere
especificamente a evaluar interacciones coloidales de proteinas y seleccionar proteinas para formular a alta
concentracion.

Antecedentes

Las grandes moléculas bioldgicas - "agentes bioterapéuticos” - son una clase importante de farmacos. Los anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, ofrecen una especificidad terapéutica exquisita, semivida biolégica larga y perfiles de
seguridad altos.

Los agentes bioterapéuticos, dado su tamafio y complejidad, son dificiles de fabricar y formular. La mayoria de los
agentes bioterapéuticos se formulan como formulaciones sélidas liofilizadas o liquidas, y la estabilidad de estas
moléculas es un problema importante. La estabilidad no solo afecta la vida atil del producto final, sino también el
proceso de fabricacion.

Una molécula grande por definicién tiene una gran masa molecular. Por lo tanto, unos pocos moles de farmaco abarcan
una masa relativamente grande. Por ejemplo, un anticuerpo tiene una masa molecular de aproximadamente 150.000
gramos por mol, mientras que un farmaco de moléculas pequefias como la atorvastatina tiene una masa molecular de
aproximadamente 560 gramos por mol. Por lo tanto, para alcanzar una dosis eficaz, se necesita una gran masa de
farmaco proteico. A medida que se formulan més farmacos para inyeccién subcutédnea, esa gran masa tiene que caber
en un pequefio volumen. Para adaptarse a dosis terapéuticamente eficaces, las formulaciones subcutédneas de
farmacos bioterapéuticos deben alcanzar concentraciones altas (aproximadamente 50 mg/ml o mas) o muy altas
(aproximadamente 100 - 250 mg/ml), todo mientras se mantiene la viscosidad a un nivel manejable.

A medida que las moléculas grandes se apifian en un espacio pequefio y la distancia entre las moléculas de proteinas
disminuye, la frecuencia de interacciones coloidales, es decir, el efecto a través del espacio de una molécula sobre
otra, aumenta. Las autointeracciones (interacciones coloidales) proteicas son generalmente energéticamente débiles,
normalmente reversibles y no especificas. Las interacciones dependen de las proteinas y se ven afectadas por el pH,
sal y otros aditivos. En algunos casos, las interacciones pueden ser netamente atractivas, repulsivas o neutras. La
naturaleza y magnitud de la interacciéon pueden depender de la concentracién de la proteina.

Las interacciones coloidales abarcan un amplio espectro de interacciones (energia potencial) que se cuantifican con
coeficientes viriales. B2 representa interacciones por pares, Boxe representa interacciones de 3 cuerpos, Boox
representa interacciones de 4 cuerpos, y asi sucesivamente. Un valor de coeficiente virial positivo representa
interacciones repulsivas, un coeficiente virial negativo representa interacciones atractivas y un coeficiente virial cero
representa un estado ideal.

Las interacciones coloidales generalmente estan presentes en soluciones de proteinas que exceden ~ 2 mg/ml y se
vuelven significativas en soluciones que exceden -40 mg/ml. En las concentraciones mas bajas, tienden a dominar las
fuerzas estéricas y electrostaticas. La situacién se vuelve mas compleja con el aumento de la concentraciéon de
proteinas. A medida que aumenta la concentracién de proteinas durante la produccién y formulacion, las interacciones
coloidales se vuelven problematicas.

Las interacciones coloidales afectan una variedad de procesos aguas abajo durante la produccion de proteinas. Esas
fuerzas pueden ser beneficiosas o perjudiciales dependiendo de la naturaleza y la magnitud de las interacciones. Las
interacciones coloidales afectan al rendimiento cromatogréfico, ultrafiltracién y diafiltracién (UF/DF), dialisis, viscosidad
y manipulacién de la solucién y a la estabilidad de la proteina en solucién. Las interacciones coloidales también afectan
a la estabilidad a largo plazo durante el almacenamiento, donde se pueden formar oligémeros y multimeros, asi como
agregados de proteinas. Por lo tanto, la evaluacion del coeficiente virial de una proteina proporciona informacién
importante antes de dedicar recursos al desarrollo de un agente terapéutico proteico en particular.

El analisis de coeficientes viriales es un area de investigacion establecida y muy activa. Los métodos actuales para
evaluar el coeficiente virial (B2, 0 el estrechamente relacionado A2) para proteinas particulares incluyen osmometria
de membrana, ultracentrifugacién analitica de equilibrio de sedimentacién, cromatografia de autointeraccién,
dispersion de luz estética (SLS, por sus siglas en inglés), parametros de interaccién de difusién o sedimentacioén y
espectroscopia de autointeraccidén de nanoparticulas (SINS).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2974961 T3

Por ejemplo, Cohen y Benedek (documento US4080264A, publicado el 3 de marzo de 1978) describen un método
espectroscédpico de dispersién de luz cuasi elastica para medir la agregacion de antigenos o anticuerpos. Publicover
y Vincze (documento US7514938B2, publicado el 7 de abril de 2009) describen el uso de la espectroscopia de
relajacién dieléctrica (DRS, por sus siglas en inglés) para probar la interaccién y agregacién de particulas de escala
de micras y submicras recubiertas con proteina, que incluyen anticuerpos. Holman et al, (documento
US20070291265A1, publicado el 20 de diciembre de 2007) describen un sistema de fibra dptica bifurcado para medir
la dispersién de la luz y las sefiales de concentracién para medir la agregaciéon de macromoléculas. Obrezanova et al.
(mAbs, 7(2): 352-363, 2015) describen el uso de cromatografia de liquidos de alta presién de exclusién por tamafio
(SE-HPLC) y un ensayo de deteccién de oligobmeros, que es un ensayo de captura de anticuerpos en placas de
microtitulacion de densidad éptica, para medir sistematicamente la propensién a la agregacion de méas de 500
anticuerpos. Geoghegan et al. (mAbs, 8(5): 941-950, 2016) describen el uso del tiempo de retencién de la
cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC, por sus siglas en inglés), SINS de captura por afinidad y dispersién
dinamica de la luz para medir la autointeraccién, viscosidad y estabilidad de la autointeraccién de anticuerpos
monoclonales. Geng proporciona una descripcion general de los métodos actuales utilizados para evaluar las
interacciones coloidales de proteinas, et al. (J Pharm Sci., 103(11): 3356-3363, 2014).

La espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas (SINS) para la evaluacidn de la autoasociacién de anticuerpos
monoclonales est4 descrita por Sule et al., (Biophys. J., 101: 1749-1757, 2011). En resumen, los anticuerpos se
adsorben en nanoparticulas de oro, que después se combinan con un tampén en placas de microtitulacién de 96
pocillos. A medida que las nanoparticulas se agregan debido a la autoasociaciéon de los anticuerpos adherentes, el
espectro de absorbancia de las nanoparticulas cambia. Este cambio en la resonancia de plasmén superficial se
correlaciona con la asociacién de las particulas. El ensayo proporciona una lectura binaria de "autoasociaciéon" o "no
autoasociacion" en funciéon de si el maximo de absorbancia se desplaza o cambia en amplitud. Sule et al. (Mol.
Pharmaceutics, 10: 1322-1331, 2013) describen un método SINS mejorado llamado espectroscopia de autointeraccion
de nanoparticulas de captura por afinidad (AC-SINS). En este caso, los anticuerpos policlonales humanos se fijan
primero a las nanoparticulas, después, las particulas recubiertas se ponen en contacto con muestras de anticuerpos
de baja concentracién/baja pureza, que después se capturan por el recubrimiento antihumano. AC-SINS permite la
exploracién répida de sobrenadantes celulares sin la necesidad de una purificacion de anticuerpos extensa. AC-SINS,
como SINS, proporciona una evaluacién binaria de autoasociacién positiva o no autoasociacién de los anticuerpos del
sujeto.

Las proteinas son moléculas complejas y, con frecuencia, muestran un comportamiento impredecible en diversas
condiciones. El estado de la técnica proporciona algunos medios para observar la autoasociacién de proteinas, pero
no proporciona un medio rapido y preciso para determinar la propensién de una proteina a experimentar
autoasociaciéon en un gran numero de condiciones diferentes. Algunas proteinas son estables en determinadas
condiciones, pero inestables en otras condiciones. Sigue existiendo la necesidad en la técnica de un ensayo para
determinar el intervalo dinamico de atraccién y repulsién de la proteina en condiciones cambiantes.

Se mencionan también los siguientes documentos:
* Geng et al. (2016) Bioconjugate Chemistry 27(10): 2287-2300, que se refiere a la preparacién facil de conjugados
de oro de anticuerpos estables y la aplicacion a la espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas de captura

por afinidad.

*+ Geng et al. (2016) Molecular Pharma 13:5): 1636-1645, que se refiere a la medicién de la autoasociaciéon de
anticuerpos monoclonales que se correlaciona con propiedades biofisicas complejas.

*  Wu et al. (2015) Protein Engineering, Design and Selection 28(10): 403-414, que se ocupa del descubrimiento de
anticuerpos altamente solubles antes de la purificacién utilizando espectroscopia de autointeraccién de
nanoparticulas de captura por afinidad.

+ Eldocumento WO 2016/115475, que se ocupa de formulaciones de anticuerpos anti-CD40.

+ Tessier et al. (2008) Journal of American Chemical Society, 130(10): 3106-3112, que trata de la espectroscopia de
autointeraccién de nanoparticulas como ensayo de interaccién de proteinas basado en nanoparticulas.

+ Sule et al. (2012) Molecular Pharmaceutics, 9(4): 744-751, que se refiere al pH de la solucidén que reduce al minimo
la autoasociacion de tres anticuerpos monoclonales fuertemente dependientes de la fuerza i6nica.

* Zheng et al. (2015) Applied Materials & Interfaces, 7: 6819-6827, que trata de un analisis de sangre basado en
nanoparticulas de oro para la deteccion precoz del cancer y la evaluacién del riesgo.

+ Jans et al. (2009) Analytical Chemistry, 81(22): 9425-9432, que trata de la dispersién dinamica de la luz como
potente herramienta para la bioconjugacién de nanoparticulas de oro y los estudios de unién biomolecular.

*+ Wang et al. (2011) Biomaterials 32:7988-7998, que trata del uso de un adyuvante basado en nanoparticulas de
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oro para mejorar la eficacia terapéutica de la inmunizacién con proteina hNgR-Fc en ratas que presentan lesiones
de la médula espinal.

* El documento WO 2009/039502, que trata de métodos y composiciones nanoterapéuticas a base de metales
coloidales.

Sumario

Los inventores desarrollaron un método para determinar la capacidad de una proteina para autoensamblarse (es
decir,, repulsién o atraccién inherente de la proteina) en un intervalo dindmico de condiciones. En consecuencia, el
método puede entenderse como un método para determinar la estabilidad de proteinas autoasociadas o como un
método para determinar la estabilidad de proteinas agregadas. En particular, la presente invencién proporciona un
método para determinar la capacidad de una proteina para autoasociarse, comprendiendo el método:

a. combinar una proteina, una nanoparticula de oro y una sal tamponada para formar una muestra, en donde la
sal tamponada es un tampén y una sal o una sal que es también un tampén;

b. excitar la muestra con luz;

¢. medir la luz transmitida a través de la muestra a multiples longitudes de onda que varian desde aproximadamente
450 nm hasta aproximadamente 750 nm;

d. calcular la relacién de intensidad de la absorbancia de la muestra, en donde la relacién de intensidad de la
absorbancia es la intensidad de la absorbancia a la longitud de onda de absorbancia maxima (Amaxima) de la muestra
dividida por la intensidad de la absorbancia a 450 nm (A4so 0 Ainicial),

en donde la proteina es estable a alta concentracién cuando la relacién de intensidad de la absorbancia es
superiora 1,7,y

en donde el método comprende, ademas, la repeticion de las etapas (a) - (d) al menos una vez mas usando
una fuerza iénica diferente.

Como se explica con mas detalle en el presente documento, la proteina puede ser un solo tipo de proteina o una
combinacién de cualquier proteina de diferentes origenes. El método, llamado espectroscopia de autointeracciéon de
nanoparticulas dependiente de la concentracién (CD-SINS, por sus siglas en inglés) mide la propensién de una
proteina a autoensamblarse en concentraciones cambiantes y en diversas condiciones de fuerza iénica y pH. El
método permite la prediccidn de la proteina en condiciones de concentracién alta o0 muy alta e informa de la seleccidn
de proteinas para el desarrollo comercial. El método también proporciona informacién sobre como formular una
composicién farmacéutica que comprende altas concentraciones de uno o mas farmacos biofarmacéuticos mientras
se mantiene una vida Util prolongada sin asociacién del farmaco o de los farmacos biofarmacéuticos. El método
también permite obtener informacién sobre cémo formular una composicién que cumpla las especificaciones
necesarias sobre propiedades fisicas tales como, p. €j., una reologialviscosidad adecuadas para permitir una ruta de
administracién deseada especifica. La invencién también permite una exploracibn mas rapida de agentes
biofarmacéuticos utilizando menos cantidad de material para llegar a una formulaciéon adecuada o la selecciéon de
candidatos adecuados para el desarrollo de farmacos adicionales.

También se divulga una mezcla bioanalitica que comprende una pluralidad de nanoparticulas, una proteina y una sal
tamponada. La proteina existe en al menos dos fases en la mezcla: una fase adherente y una fase soluble. La fase
adherente incluye proteinas que estan adheridas a (es decir, recubrimiento) las nanoparticulas. La fase soluble incluye
proteinas que estén disueltas en la solucién salina tamponada. En algunos casos, la proteina existe en una tercera
fase, donde las proteinas estan autoasociadas como dimeros, trimeros, tetrdmeros, o multimeros de orden superior,
incluyendo nanoparticulas recubiertas agregadas.

En un ejemplo, la nanoparticula es una nanoparticula de oro. En algunos casos, la nanoparticula tiene un didmetro de
aproximadamente 20 nm a aproximadamente 100 nm. En un ejemplo particular, la nanoparticula es una nanoparticula
de oro que tiene un diametro de aproximadamente 20 nm.

En un ejemplo, cada nanoparticula esté recubierta de proteina. En algunos casos, la mayoria o todas las superficies
de las nanoparticulas estan saturadas con proteina, lo que significa que la superficie estd completamente ocupada
por proteinas y no queda ninguna superficie descubierta para que se adhiera una proteina. En algunos casos, la
mayoria o todas las superficies de las nanoparticulas estan saturadas con proteina antes de afiadir otros componentes
a la mezcla, tal como una sal adecuada o una sal tamponada.

En un ejemplo, la mezcla contiene de aproximadamente 6x10'" a aproximadamente 7x10'" nanoparticulas por mililitro
de mezcla. En un ejemplo particular, la mezcla contiene aproximadamente 6,3x10"" nanoparticulas por ml. Sin querer
estar ligado a la teoria y asumiendo que una proteina promedio puede modelarse como una esfera de 10 nm, el limite
superior teérico para el nimero de esferas de 10 nm necesarias para recubrir una esfera de 20 nm es de
aproximadamente 30. Se puede estimar que aproximadamente de 15 a 20 moléculas de anticuerpo se unen a una
sola nanoparticula de 20 nm. Por lo tanto, se estima que ~ 2,5 pg/ml de un anticuerpo es la concentracién minima
necesaria para cubrir completamente 6,3x10"" nanoparticulas (20 nm)/ml. En algunos casos, la mezcla comprende de
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aproximadamente 2 ug/ml a aproximadamente 512 ug/ml de proteina.

En algunos casos, la proteina incluida en la mezcla es un anticuerpo terapéutico. En algunos casos, la proteina
comprende un dominio Fc de inmunoglobulina. En algunos casos, la proteina es una proteina de unidén a antigeno.
Las proteinas de unién a antigeno incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, derivados de anticuerpos, proteinas
de fusién con Fc y proteinas de fusidén receptor-Fc. En un ejemplo, la proteina es un anticuerpo monoclonal. En un
ejemplo més especifico, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo humano o humanizado. En algunos casos, el
anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoespecifico o un anticuerpo biespecifico.

En algunos casos, la sal tamponada comprende un tampén y una sal. En algunas realizaciones, el tampén proporciona
fuerza idnica. En algunos casos, la sal tampona la mezcla. En principio, la sal puede ser cualquier sal adecuada
conocida en la técnica y puede ser, p. ej., cualquier cloruro, bromuro, fosfato, sulfato o sal de amonio, o cualquier
combinacion de las mismas. Ejemplos no limitantes son, p. ej., cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato de potasio,
cloruro amoénico etc. En un ejemplo, la sal comprende cloruro de sodio. La sal (p. ej., cloruro de sodio) puede estar
presente en una concentracién de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 300 mM. En realizaciones particulares,
la sal estd presente en la mezcla a una concentraciéon de aproximadamente 2 mM, aproximadamente 20 mM o
aproximadamente 200 mM.

En un ejemplo, el tampén comprende &cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES). En un ejemplo especifico, el MES
esta presente en la mezcla a una concentracidén de aproximadamente 10 mM y un pH de aproximadamente 6.

En el método para determinar la capacidad de una proteina para autoasociarse, la luz transmitida a través de la
muestra se mide en multiples longitudes de onda que varian desde aproximadamente 450 nm hasta aproximadamente
750 nm; Las multiples relaciones de intensidad de la absorbancia obtenidas a partir de una proteina determinada
pueden representarse graficamente para su analisis. Esos parametros incluyen el tipo de sal (es decir, neutra,
caotrépica, cosmotrépica), concentracién de sal, pH, concentracién de proteinas, la inclusién o exclusién de
ingredientes adicionales. Cuando la relacién de intensidad de la absorbancia excede un valor umbral, se considera
que la proteina es favorable para la dispensacién a alta concentracion. Se espera que una proteina considerada
favorable para la dispensacion a alta concentraciéon permanezca estable a alta concentracién y sea menos propensa
a la agregacién. La proteina es estable a alta concentracién cuando la relacién de intensidad de la absorbancia es
superiora 1,7.

En algunas realizaciones, la proteina es un anticuerpo terapéutico. En algunas realizaciones, la proteina comprende
un dominio Fc de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, la proteina es una proteina de unién a antigeno. Las
proteinas de unién a antigeno incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, derivados de anticuerpos, proteinas de
fusién con Fc y proteinas de fusién receptor-Fc. En una realizacién, la proteina es un anticuerpo monoclonal. En una
realizacion mas especifica, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo humano o humanizado. En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoespecifico o un anticuerpo biespecifico.

En algunas realizaciones, la proteina se afiade a la muestra a una concentracién final de aproximadamente 2 pyg/ml a
aproximadamente 512 pg/ml.

En algunas realizaciones, la nanoparticula es una nanoparticula de oro. En algunas realizaciones, la nanoparticula de
oro tiene un didmetro de aproximadamente 20 nm a aproximadamente 100 nm. En una realizacién, el diametro de la
nanoparticula de oro es de aproximadamente 20 nm.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas se afladen a la muestra hasta una concentracion final de
aproximadamente 5x10' a aproximadamente 8x10" nanoparticulas por ml, de aproximadamente 6x10'" a
aproximadamente 6,5x10"" nanoparticulas por ml, o aproximadamente 6,3x10"" nanoparticulas por ml.

La sal tamponada puede contener un tampén, un tampén que confiere fuerza iénica, una sal, una sal que tiene
capacidad tamponante o una sal y un tampén. En una realizacién, la sal comprende cloruro de sodio. La sal (p. €j,,
cloruro de sodio) puede estar presente en una concentracién de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 300 mM.
En algunas realizaciones especificas, la sal esta presente en la mezcla a una concentracién de aproximadamente 2
mM, aproximadamente 5 mM, aproximadamente 10 mM, aproximadamente 20 mM, aproximadamente 50 mM,
aproximadamente 75 mM, aproximadamente 100 mM, aproximadamente 110 mM, aproximadamente 120 mM,
aproximadamente 150 mM, aproximadamente 175 mM, aproximadamente 200 mM o aproximadamente 300 mM.

En una realizacion, el tampén comprende acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES). En una realizacidén especifica,
el MES esta presente en la mezcla a una concentracidén de aproximadamente 10 mM y un pH de aproximadamente 6.

En algunas realizaciones, la luz de excitacién es luz blanca que comprende longitudes de onda que abarcan el espectro
visible. La luz transmitida se mide a multiples longitudes de onda que varian desde aproximadamente 450 nm hasta
aproximadamente 750 nm.

La relacién de intensidad de la absorbancia es una medida de la intensidad relativa de la absorbancia de luz en relacién
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con un patrén o control. El control puede ser externo o interno. EI método proporcionado por la invencién comprende
calcular la relacién de intensidad de la absorbancia de la muestra, en donde la relacién de intensidad de |la absorbancia
es la intensidad de la absorbancia a la longitud de onda de absorbancia maxima (Amaxima) de la muestra dividida por la
intensidad de la absorbancia a 450 nm (A4so 0 Ainicial). Por lo tanto, la relacién de intensidad de la absorbancia se
calcula dividiendo la intensidad maxima (densidad éptica o absorbancia) de la longitud de onda de absorbancia maxima
de la muestra por la intensidad de la absorbancia inicial observada. La intensidad de la absorbancia observada inicial
es la intensidad de la absorbancia observada a 450 nm. Por lo tanto, la relacién de intensidad de la absorbancia es la
absorbancia méaxima (Amax)/absorbancia a 450 nm (Asso 0 Ainiciat). La proteina es estable a alta concentracién cuando
la relacién de intensidad de la absorbancia es superior a 1,7. En una realizacién, el valor umbral de la relacién de
intensidad de la absorbancia es de aproximadamente 1,7 a aproximadamente 2. En una realizacién especifica, el valor
umbral de la relacién de intensidad de la absorbancia es aproximadamente 1,7.

En una realizacién, una proteina considerada favorable para la dispensacidn en alta concentracién se combina con un
excipiente para formar una sustancia farmacéutica formulada (FDS, por sus siglas en inglés) o un medicamento (DP,
por sus siglas en inglés). En una realizacién, la proteina se formula a una concentracién final de aproximadamente 50
mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml.

En una realizacién, el excipiente incluye un tonificante, un tampén, un tensioactivo, un estabilizante o una combinacién
de dos o mas de los mismos. En una realizacién, el tonificante es una sal. En una realizacién especifica, la sal es
cloruro de sodio. En una realizacién, el tamp6n tampona de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 7. En una
realizacion especifica, el tampén es histidina. En otra realizacién especifica, el tampén es fosfato. En una realizacién,
el tensioactivo es un polisorbato, tal como polisorbato 20 o polisorbato 80. En una realizacién, el estabilizante es un
azUlcar, tal como sacarosa o trehalosa. En otra realizacion, el estabilizante es un aminoacido, tal como prolina o
arginina.

También se divulga un método para fabricar una proteina terapéutica. En un ejemplo, el método comprende la etapa
de seleccionar una proteina que tenga una alta estabilidad coloidal de una pluralidad de proteinas diferentes de
estabilidad coloidal desconocida variable; producir la proteina seleccionada en una célula hospedadora; purificar la
proteina; y combinar la proteina a una alta concentraciéon con un excipiente para formar una sustancia farmacéutica o
un medicamento formulado donde la proteina es estable. En un ejemplo, se afiade menos del 10 % de la proteina en
la sustancia farmacéutica o medicamento formulados.

La presente invencién proporciona ademas un método para preparar una formulacién farmacéutica de baja viscosidad
que contiene una proteina, comprendiendo el método

a. determinar la capacidad de la proteina para autoasociarse de acuerdo con el método de la presente invencién;
b. combinar un excipiente reductor de la viscosidad con la proteina;

¢. determinar la capacidad de la proteina para autoasociarse de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 en presencia del excipiente reductor de la viscosidad; y

d. formular la proteina con el excipiente reductor de la viscosidad a un nivel que reduce la viscosidad de la solucién
de proteina en al menos un 50 % que sin el excipiente reductor de la viscosidad.

La determinaciéon de la capacidad de la proteina para autoasociarse se realiza utilizando el método de la invencién.
[Eliminado]
[Eliminado]

También se divulga una composicién que comprende un farmaco bioterapéutico (como, p. €j., una proteina o un
anticuerpo) en alta concentracidén. Especificamente, la composicién puede ser de tal manera que no esté presente
més de aproximadamente el 10 % de la especie de proteina total como un agregado irreversible a la concentracién
del farmaco bioterapéutico. Como alternativa, la composicion es tal que el valor umbral como se analiza en el presente
documento esta, p. €], en el intervalo de, p. ej., aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0 (Amaxima/Ass0). Otra
alternativa es cuando el valor umbral es, p. ej., aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,7,
aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, o aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0). En algunas realizaciones, el valor
umbral esta en el intervalo de aproximadamente 0,7 a aproximadamente 1,0 (Amaxima/Acortrol). Otra alternativa es
cuando el valor umbral es, p. ej., aproximadamente 0,7, aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,9, o
aproximadamente 1,0 (Amaxima/Acontrol). EN otro ejemplo adicional mas, la composicién es de tal manera que no esta
presente més de aproximadamente el 10 % de la especie de proteina total como un agregado irreversible a la
concentracién del farmaco bioterapéutico y de tal manera que la composicién tiene un valor umbral como se analiza
en el presente documento, p. €j., en el intervalo de, p. €j., aproximadamente 1,7 a aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0)
o cuando el valor umbral es, p. ej, aproximadamente 1,7, aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, o
aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0. La concentracion del farmaco biofarmacéutico puede ser de aproximadamente 50
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mg/ml o mas. Como alternativa, la concentracién del farmaco biofarmacéutico puede estar en el intervalo de, p. €],
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml, tal como, p. ej., de aproximadamente 50 mg/ml a
aproximadamente 250 mg/ml, tal como, p. €j., de aproximadamente 100 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml.

En un ejemplo, la invencién se refiere a una composiciéon que se puede obtener mediante el método para determinar
la capacidad de una proteina para autoensamblarse como se divulga en el presente documento.

También se divulga una composiciéon que comprende un farmaco bioterapéutico (tal como, p. €j., una proteina o un
anticuerpo) en alta concentracién para su uso en medicina. Dependiendo del farmaco, un experto en la materia sabra
cuales o qué afecciones clinicas pueden tratarse administrando la composicién a un sujeto que lo necesite. La
composicién puede ser de tal manera que no esté presente mas de aproximadamente el 10 % de la especie de proteina
total como un agregado irreversible a la concentracién del farmaco bioterapéutico. Como alternativa, la composicion
es de tal manera que el valor umbral como se analiza en el presente documento esté, p. €j.,, en el intervalo de, p. €j,,
aproximadamente 1,7 a aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0). Una alternativa adicional es cuando el valor umbral es,
p. €., 1,7, aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, o aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0). En una realizacion
adicional mas, la composicidn es de tal manera que no esta presente mas de aproximadamente el 10 % de la especie
de proteina total como un agregado irreversible a la concentracidén del farmaco bioterapéutico y de tal manera que la
composicién tiene un valor umbral como se analiza en el presente documento, p. €j., en el intervalo de, p. €j,
aproximadamente 1,7 a aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0) 0 cuando el valor umbral es, p. €j., aproximadamente 1,7,
aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, o aproximadamente 2,0 (Amaxima/A4s0). La concentraciéon del farmaco
biofarmacéutico puede ser de aproximadamente 50 mg/ml o mas. Como alternativa, la concentracién del farmaco
biofarmacéutico puede estar en el intervalo de, p. ej., aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml, tal
como, p. €j., de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml, tal como, p. ej., de aproximadamente 100
mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml. La composicién se puede administrar como dosis Unica o dosis multiples segun
se considere necesario para obtener el resultado deseado en el tratamiento. Como alternativa, la invencién se refiere
a una composiciéon que comprende un farmaco bioterapéutico (tal como, p. €j., una proteina o un anticuerpo) en una
concentracién alta para la fabricacién de un medicamento en el tratamiento de una enfermedad o enfermedades
tratables o curables por dicho farmaco bioterapéutico.

En una realizacién, el método de preparaciéon de una composicién biofarmacéutica (como, p. ej., una proteina o un
anticuerpo) es de tal manera que la composicidn resultante posee una reologia adecuada. Especificamente, el método
para determinar la capacidad de una proteina para autoensamblarse como se divulga en el presente documento
permite la determinacién de una serie de provisiones de una composicidn estable que comprende una alta
concentracién de farmaco biofarmacéutico. Un atributo importante de dicha composicién es la viscosidad. Por
consiguiente, el método de la invencién permitira la preparacién de una composicién con las propiedades fisicas
deseadas, de manera que la composicién pueda administrarse mediante una via o0 modo de administracién deseados.
Una via de administracién ilustrativa puede ser la administracién mediante inyeccién. En tales casos, por lo tanto, es
importante tener una viscosidad de la composicién preparada que permita la inyeccién mediante, p. ej., una jeringa y
una canula. Dicha canula puede ser una canula de tamafio tal como, p. €j., 6G, 8G, 9G, 10G, 11G 12G, 13G, 14G,
16G, 19G, 20G, 21G, 22G, 23G, 24G o 26G. El término "viscosidad" se refiere a la viscosidad dindmica o absoluta (a
20 °C y presién normal) que es una medida de la resistencia de un fluido que se esta deformando por esfuerzo de
cizalla o por tensidén extensional. Por tanto, "viscosidad" describe la resistencia interna de un fluido al flujo y se puede
considerar como una medida de la friccion del fluido. Por consiguiente, cuanto menos viscoso es algo, mayor sera su
facilidad de movimiento (fluidez). En el presente contexto, los intervalos de viscosidad relevantes son de
aproximadamente 10-10.000 mPaes, tal como, p. ej., aproximadamente 20-9000 mPaes, tal como, p. €j,
aproximadamente 30-8000 mPa-s, tal como, p. ej., aproximadamente 40-7000 mPa-s, tal como p. ej. aproximadamente
50-6000 mPar-s, tal como, p. ej., aproximadamente 70-5000 mPae-s, tal como, p. ej., aproximadamente 90-4000 mPa-s,
tal como, p. ej., aproximadamente 100-3000 mPass o aproximadamente 10 mPass o aproximadamente 20 mPass o
aproximadamente 30 mPass o aproximadamente 40 mPass o aproximadamente 50 mPass o alternativamente de
aproximadamente 1 mPaes a aproximadamente 20 mPaes, tal como aproximadamente 2 mPaes, tal como
aproximadamente 3 mPaes, tal como aproximadamente 4 mPar-s, tal como aproximadamente 5 mPar-s, tal como
aproximadamente 6 mPaes, tal como aproximadamente 7 mPass, tal como aproximadamente 10 mPar-s,
aproximadamente 13 mPa-s, aproximadamente 15 mPar-s, tal como, p. €j., aproximadamente 20 mPa-s.

Otras unidades para medir la viscosidad son bien conocidas, por ejemplo, 1 centipoise equivale a 1 mPass. Sin desear
quedar ligado a teoria particular alguna, una proteina tipica a baja concentracidén (es decir, menor de o igual a 10
mg/ml) presenta una viscosidad de aproximadamente 10 mPae+s (10 cP). Como tal, una composicién de proteinas
altamente concentrada, p. ej., una composicién de anticuerpos, que muestra una viscosidad por debajo de
aproximadamente 10 centipoises) (por debajo de aproximadamente 10 mPass ) es muy adecuada para su uso como
composicién biofarmacéutica. Una composicién de proteinas (a una alta concentracién) que tenga una viscosidad de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15 centipoises (aproximadamente 10 mPars a aproximadamente 15 mPa-s
) es segura para continuar en el proceso de fabricacién y desarrollo de farmacos. Una composicién de proteina (a una
alta concentracién) que tiene una viscosidad de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 centipoises
(aproximadamente 15 mPae+s a aproximadamente 20 mPa-s ) indica que se proceda con precaucién en el proceso de
fabricacién y desarrollo de farmacos. Una composicién de proteinas (a una alta concentracién) que tiene una
viscosidad mayor de aproximadamente 20 centipoises (mayor de aproximadamente 20 mPa-s ) informa sobre un
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proceso de fabricacién y desarrollo de farmacos problemético. La viscosidad puede manipularse por los diversos
componentes e ingredientes como se divulga en el presente documento. "Soluble" y "altamente soluble" también se
refieren a una proteina que tiene una viscosidad adecuada para cualquiera de los usos divulgados en el presente
documento, p. ej., para preparar y usar una composicién biofarmacéutica.

En una realizacién, la proteina es una proteina de unién a antigeno, por ejemplo, un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo o una proteina de fusion receptor-Fc.

En una realizacién, la célula hospedadora en la que se produce la proteina es una célula de ovario de hamster chino
(CHO) o un derivado de una célula CHO, tal como una célula CHO-K1 o una célula EESYR® (véase Chen et a/,,
US771997B2, publicado el 10 de agosto de 2010).

En una realizacién, la etapa de purificar la proteina comprende someter la proteina a (1) una o mas etapas de
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interaccién hidréfoba, cromatografia
en modo mixto y cromatografia de hidroxiapatita; y (2) una de ambas, ultrafiltracién y diafiltracion.

En una realizacién, la proteina se formula a una concentracién final de al menos 50 mg/ml. En una realizacién, la
concentracién de la proteina es de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml.

En una realizacién, el excipiente con el que se combina la proteina para formar la sustancia farmacéutica o
medicamento formulados comprende uno o mas de un tonificante, un tampdn, un tensioactivo y estabilizante. En una
realizacion, el tonificante es una sal. En una realizacién especifica, la sal es cloruro de sodio. En una realizacién, el
tampdn tampona de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 7. En una realizacién especifica, el tampén es
histidina. En otra realizacién especifica, el tampén es fosfato. En una realizacién, el tensioactivo es un polisorbato, tal
como polisorbato 20 o polisorbato 80. En una realizacién, el estabilizante es un azUlcar, tal como sacarosa o trehalosa.
En otra realizacién, el estabilizante es un aminoacido, tal como prolina o arginina.

Dibujos

La Figura 1 muestra un perfil de absorbancia de nanoparticulas de oro de 20 nm dispersadas (linea A) y
nanoparticulas de oro de 20 nm aglomeradas (linea B). El eje Y representa la densidad 6ptica en unidades de
absorbancia arbitrarias. El eje X representa la longitud de onda de |a luz transmitida en nanémetros (nm).

La Figura 2 representa un diagrama de dispersion de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 2 (mAb2) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb2 en microgramos por mililitro.

La Figura 3 representa un diagrama de dispersion de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal (mAb) 1 (simbolos abiertos) y mAbS (simbolos cerrados) en presencia
de nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (cuadrados), sal 20 mM (triangulos) y sal 200 mM (circulos). El
eje Y representa la relacion de intensidad de la absorbancia méaxima de cada condicion de muestra sobre la
intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la concentracion de mAb1 en microgramos por mililitro. El
area encuadrada a la izquierda (A) representa condiciones repulsivas coloidales més alta que tienen un valor de
seleccidn alto, el area encuadrada en el medio (B) representa condiciones de condiciones atractivas y repulsivas
mixtas que tienen un valor de seleccibn moderado o mixto, y el drea encuadrada a la derecha (C) representa
condiciones de atraccién que tienen un valor de seleccién problematico o bajo.

La Figura 4 representa una superposicién de multiples perfiles de absorbancia de nanoparticulas de oro de 20 nm
dispersadas combinadas con albumina de suero humano (HSA, por sus siglas en inglés) de concentracidn variable
(3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml y 400 pg/ml en orden de arriba a
abajo en la porcién mas a la derecha [750 nm] de la curva). El eje Y representa la absorbancia arbitraria en unidades
arbitrarias. El eje X representa la longitud de onda de la luz transmitida en nandmetros (nm).

La Figura 5 representa un diagrama de dispersion de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de HSA derivadas de los espectros de absorbancia sin procesar representados en la Figura 4 y
nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal 20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (tridngulos). El eje Y
representa la relacién de intensidad de la absorbancia maxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad
de la absorbancia inicial. El eje X representa la concentraciéon de HSA en microgramos por mililitro.

La Figura 6 representa un diagrama de dispersion de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 1 (mAb1) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb1 en microgramos por mililitro.
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La Figura 7 representa un diagrama de dispersién de la intensidad de la luz dispersada de soluciones de mAb1 a
diferentes concentraciones y concentraciones de sal idnica: NaCl 2 mM (circulos), NaCl 20 mM (cuadrados) y NaCl
200 mM (triangulos). El eje Y representa la intensidad de dispersién de la luz en unidades de absorbancia
arbitrarias. El eje X representa la concentracién de mAb1 en gramos por litro. La linea continua representa una
esfera dura ideal de didmetro comparable.

La Figura 8 representa un diagrama de dispersion de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 6 (mAb6) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb6 en microgramos por mililitro.

La Figura 9 representa un diagrama de dispersién de la intensidad de la luz dispersada de soluciones de mAb6 a
diferentes concentraciones y concentraciones de sal idnica: NaCl 2 mM (circulos), NaCl 20 mM (cuadrados) y NaCl
200 mM (triangulos). El eje Y representa la intensidad de dispersién de la luz en unidades de absorbancia
arbitrarias. El eje X representa la concentracién de mAb6& en gramos por litro. La linea continua representa una
esfera dura ideal de didmetro comparable.

La Figura 10 representa un diagrama de dispersién de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 3 (mAb3) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb3 en microgramos por mililitro.

La Figura 11 representa un diagrama de dispersién de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 4 (mAb4) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb4 en microgramos por mililitro.

La Figura 12 representa un diagrama de dispersién de las relaciones de intensidad de la absorbancia de diferentes
concentraciones de anticuerpo monoclonal 5 (mAb5) y nanoparticulas de oro de 20 nm en sal 2 mM (circulos), sal
20 mM (cuadrados) y sal 200 mM (triangulos). El eje Y representa la relaciéon de intensidad de la absorbancia
méxima de cada condicién de muestra sobre la intensidad de la absorbancia inicial. El eje X representa la
concentracién de mAb5 en microgramos por mililitro.

La Figura 13 representa un diagrama de dispersién de CD-SINS de las relaciones de intensidad de la absorbancia
de diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal 7 (mAb7) formulado en diferentes tampones, pHy fuerzas
i6nicas. Cada simbolo representa un tampén, pH y formulacién de fuerza iénica diferentes con concentraciones
variables de mAb7 (eje X).

La Figura 14 representa un diagrama de dispersién de CD-SINS de las relaciones de intensidad de la absorbancia
de diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal 7 (mAb7) formulado en presencia de diferentes azUcares,
concentraciones de azUcares y/o aminoacidos. Cada simbolo representa una formulacién de azlcar/aminoéacido
diferente con concentraciones variables de mAb7 (eje X).

La Figura 15 representa un grafico de dispersién de CD-SINS de las relaciones de intensidad de la absorbancia
de diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal 7 (mAb7) (8 pg/ml, 32 ug/ml, 128 pg/mly 512 pg/ml de
mAb7) combinado con diferentes compuestos de benzoato. Cuando se combiné con é&cido p-aminobenzoico
[PABA(-O-), circulos abiertos], mAb7 mostré un perfil de interaccién coloidal dindmica favorable en el que la
relacién de intensidad de la absorbancia (eje Y) excede 1,6.

La Figura 16 representa un diagrama de dispersién de CD-SINS de las relaciones de intensidad de la absorbancia
de diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal K (mAb7) en presencia de concentraciones variables de
acido p-aminobenzoico (PABA). El eje X representa el log2 de la concentracién de mAb7 en microgramos por
mililitro. El eje Y representa la relacién de intensidad de la absorbancia. Los circulos abiertos (-o-) representan sin
PABA, los cuadrados abiertos (-0-) representan PABA 12 mM, los tridngulos abiertos (-A-) representan PABA 18
mM, los circulos cerrados (-e-) representan PABA 24 mM, los cuadrados cerrados (-m-) representan PABA 30 mM
y los triangulos cerrados (- A-) representan PABA 36 mM.

La Figura 17 representa un diagrama de puntos de la viscosidad de cizalla constante (en mPa*s) de una solucién
de mAb7 que no contiene PABA (circulos cerrados [-e-]) 0 PABA 20 mM (triangulos cerrados [-A-]) en funcién la
de concentracién de mAb7 en g/l. Los simbolos abiertos representan la viscosidad extrapolada de soluciones que
se espera que contengan 100 g/l de mAb7.
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Descripcion detallada

Antes de describir la presente invencion, debe entenderse que la presente invencién no se limita a los métodos ni
condiciones experimentales particulares descritos, ya que dichos métodos y condiciones pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada en el presente documento Unicamente tiene el fin de describir realizaciones
particulares, y no se pretende que sea limitante, ya que el alcance de la presente invencién estar4 limitado Unicamente
por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la presente
invenciéon. Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente", cuando se usa en referencia a un
valor numérico indicado particular, significa que el valor puede variar con respecto al valor indicado en no mas de un
15 %. Por ejemplo, como se usa en el presente documento, la expresién "aproximadamente 100" incluye 85y 115 y
todos los valores enteros y no enteros en medio (p. ej., 86, 86,001, 87, 88, 88,3, 89, etc.).

Las cantidades absolutas y cantidades relativas de excipientes, ingredientes y otros materiales pueden describirse por
masa o moles. Las unidades de masa pueden expresarse en gramos, miligramos, microgramos y similares). El término
"peso” como en "peso/volumen” o "p/V' significa "masa". Las cantidades relativas pueden expresarse como porcentaje
en peso (es decir, porcentaje en masa), donde un (1) por ciento de peso a volumen (p/v) significa 1 gramo de material
por 100 mililitros de volumen. Ademas, por ejemplo, una (1) parte de ingrediente "A" por una (1) parte de ingrediente
"B" en peso significa, p. ej., que por cada (1) gramo de ingrediente "A" hay un (1) gramo de ingrediente "B". Ademas,
por ejemplo, uno por ciento (1 %) en peso del ingrediente "A" significa, p. €j., que por cada 100 gramos de masa total
de una particula hay un (1) gramo de ingrediente "A". Las cantidades relativas de un ingrediente también se pueden
expresar en términos de moles o nimero de moléculas por volumen dado, p. ej., milimoles por litro (milimolar (mM)),
o por otro ingrediente, p. ej., X parte de ingrediente "A" por Y parte de ingrediente "B" por medio de moles por cada X
moles de "A" hay Y moles de "B"

Aunque puede usarse cualquier método y material similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
en la practica o prueba de la presente invencion, a continuacién se describen los métodos y materiales ilustrativos.

Ensayo para determinar la estabilidad coloidal dindmica: Espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas
dependiente de la concentracién (CD-SINS)

Se proporciona un ensayo basado en SINS improvisado para determinar el intervalo virial dindmico para proteinas.
Una proteina muestra un comportamiento complejo, que es muy sensible al entorno fisico quimico de la proteina. Por
lo tanto, evaluar el coeficiente virial de una proteina en un conjunto particular de circunstancias ambientales es
insuficiente para determinar el coeficiente virial de esa proteina en otros ambientes. La obtencién de mdultiples viriales
para una proteina determinada en un gran nimero de condiciones es laboriosa y requiere mucho tiempo. Los
inventores en el presente documento divulgan un ensayo de alto rendimiento para determinar la estabilidad coloidal
dinamica de una proteina, que informa de la selecciéon de una proteina que se puede formular o mantener de otro
modo a una concentracién alta sin tener problemas asociados con la agregacion, o al menos minimizar los posibles
problemas de agregacion.

Ese ensayo emplea SINS de una manera novedosa al evaluar la agregacién de nanoparticulas en condiciones de
concentracién de proteinas variable, fuerza iénica variable, pH variable y otras condiciones. Como se describe
anteriormente y en Sules (2011), las nanoparticulas de oro se recubren con proteina y se colocan en una solucién
tamponada. A medida que las nanoparticulas se agregan debido a la autoasociacién de proteinas, la resonancia del
plasmén superficial de las particulas cambia: la absorbancia méaxima se desplaza hacia la longitud de onda més alta
(desplazamiento al rojo); y la absorbancia es de menor intensidad, es decir, el perfil de absorbancia se extiende y se
mueve hacia la izquierda (Figura 1). En este caso, las nanoparticulas de oro de 20 nm sin recubrir tienen una
absorbancia maxima de aproximadamente 520 a 530 nm.

Una comparacion de SINS convencionales con el método bien establecido de dispersién de luz estatica (SLS) para
determinar B22 0 A2 muestra un acuerdo general para la mayoria de los anticuerpos que se probaron. La Tabla 1
compara la absorbancia méaxima de perlas recubiertas con diferentes anticuerpos monoclonales especificos y
albumina de suero humano (HSA) en el ensayo SINS con los viriales A2 para las mismas proteinas determinados por
SLS. Como se muestra en la Tabla 1, el analisis SINS distingue facilmente los sistemas atractivos (A2 negativo) de los
repulsivos (positivo Az positivo). Sin embargo, los ensayos SINS y SLS convencionales no muestran intervalo dindmico
para condiciones repulsivas. Ademas, las pocas discrepancias entre SINS y SLS convencionales indican un
comportamiento complejo de algunas proteinas.

Tabla 1
Proteina Natu_raleza del NaCl 2 mM NaCl 20 mM NaCl 200 mM
sistema SINS A2 SINS A2 SINS A2
HSA Repulsiva 526 1,17E-4 526 9 68E-5 528 7,85E-5*
mADb1 Repulsiva 530 1,72E-4 531 6,70E-5 532 1,34E-5
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(continuacién)

Proteina Natu_raleza del NaCl 2 mM NaCl 20 mM NaCl 200 mM
sistema SINS A2 SINS A2 SINS A2
mAb2 Mixta 583 -2 36E-5 536 -1,44E-5 534 1,47E-5
mADb3 Atractiva 556 -3,39E-5 555 -4 68E-5 565 NP
mAb4 Repulsiva 531 -5 90E-5 533 -1,06E-5 535 1,38E-5
mAb5 Mixta 562 -1,09E-5 535 -2, 14E-5 530 -7,67E-6

Los inventores observaron que algunas proteinas son capaces de ser estables a altas concentraciones, pero muestran
espectros de absorbancia maxima A2 negativos o desplazados al rojo (Amax). por ejemplo, mAb5 puede alcanzar
facilmente una concentracién de aproximadamente ~200 g/l y permanecer estable, pero su Az es negativo ¥ su Amax
se desplaza al rojo a la fuerza i6bnica mas baja. De manera similar, mAb2 puede alcanzar facilmente una concentracién
de aproximadamente -175 g/l y permanecer estable, pero su Az es negativo a menor concentracion de sal y su Amax se
desplaza al rojo a la fuerza i6nica mas baja.

En este caso, se divulga un método mejorado de SINS. El método proporciona datos de estabilidad coloidal dindmica
para proteinas para evaluar fenédmenos especificos de proteinas en una fase mas temprana de la linea temporal de
desarrollo, evitando al mismo tiempo la necesidad de grandes cantidades de proteina. El método emplea resonancia
de plasmén superficial de nanoparticulas recubiertas en presencia de cantidades variables de proteina en solucién en
exceso de las cantidades necesarias para recubrir las nanoparticulas. Se observan perfiles de absorbancia, se
calculan las relaciones de intensidad de la absorbancia para cada muestra variante y se representan para determinar
la estabilidad coloidal dinamica determinada.

En una realizacién, para cada muestra en una pluralidad de muestras utilizadas para determinar multiples valores
individuales de las relaciones de intensidad de la absorbancia para una proteina determinada, se combinan las
nanoparticulas con cantidades variables de proteina en exceso de la cantidad minima de proteina necesaria para
recubrir completamente las particulas. La cantidad de proteina minima utilizada depende de la masa molecular de la
proteina (es decir, su radio hidrodinamico), el tamafio (area de superficie) de la nanoparticula y la concentracién de
nanoparticulas. Por ejemplo, cuando se utilizan nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6 a 6,5 x 10"
particulas por ml, aproximadamente 2,5 ug/ml de una proteina de aproximadamente 50 a 150 kDa son suficientes para
recubrir completamente las nanoparticulas. Por lo tanto, se utiliza proteina en exceso de 2,5 pg/ml para cada muestra
de la pluralidad de muestras en esas condiciones. En este caso, por ejemplo, la proteina se incluye en una muestra a
aproximadamente 2,6 pg/ml - aproximadamente 512 pg/ml o mas, aproximadamente 3 + 1 yg/ml, aproximadamente 4
+ 1 pg/ml, aproximadamente 5 = 1 pg/ml, aproximadamente 6 + 1 pg/ml, aproximadamente 7 * 1 pg/ml,
aproximadamente 8 + 1 ug/ml, aproximadamente 9 + 1 ug/ml, aproximadamente 10 = 1 pg/ml, aproximadamente 15 *
5 pg/ml, aproximadamente 20 = 5 pg/ml, aproximadamente 25 * 5 ug/ml, aproximadamente 30 * S ug/ml,
aproximadamente 40 + 5 pg/ml, aproximadamente 50 + 10 ug/ml, aproximadamente 60 = 10 pg/ml, aproximadamente
70 + 10 pg/ml, aproximadamente 80 + 10 pg/ml, aproximadamente 90 + 10 ug/ml, aproximadamente 100 + 10 pg/ml,
aproximadamente 125 + 15 ug/ml, aproximadamente 150 + 25 ug/ml, 175 + 25 pg/ml, 200 + 25 pg/ml, 225 £ 25 pg/ml,
250 £ 25 pg/ml, 300 = 50 pg/ml, 350 = 50 pg/ml, 400 + 50 pg/ml, 450 + 50 pg/ml, 500 + 50 pg/ml 0 512 + 50 pg/ml. En
algunas realizaciones, la pluralidad de muestras incluye dos muestras, tres muestras, cuatro muestras, cinco muestras,
seis muestras, siete muestras, ocho muestras, nueve muestras, 10 muestras o0 mas que contienen una concentracién
de proteinas diferente.

Por ejemplo, la pluralidad de muestras en una realizacion incluye 6,3 x 10" particulas/ml de nanoparticulas de oro de
20 nmy un anticuerpo a una primera concentracién de aproximadamente 3,125 pg/ml, una segunda concentracion de
6,25 pg/ml, una tercera concentracién de aproximadamente 12,5 pg/ml, una cuarta concentracién de
aproximadamente 25 pg/ml, una quinta concentraciéon de aproximadamente 50 pg/ml, una sexta concentracién de
aproximadamente 100 pg/ml, una séptima concentracién de aproximadamente 200 ug/ml y una octava concentracién
de aproximadamente 400 pg/ml.

En una realizacién, para cada muestra en la pluralidad de muestras utilizadas para determinar multiples valores
individuales de las relaciones de intensidad de la absorbancia para una proteina determinada, cada combinacién de
nanoparticulas/proteinas se combina con una concentracién de sal variable. Por ejemplo, la muestra puede contener
una proteina de sal neutra, como cloruro de sodio, a una concentracién de aproximadamente 1 M, aproximadamente
10 uM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 1 mM, aproximadamente 2 mM, aproximadamente 4 mM,
aproximadamente 6 mM, aproximadamente 8 mM, aproximadamente 10 mM, aproximadamente 20 mM,
aproximadamente 30 mM, aproximadamente 40 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 60 mM,
aproximadamente 70 mM, aproximadamente 80 mM, aproximadamente 90 mM, aproximadamente 100 mM,
aproximadamente 150 mM, aproximadamente 175 mM, aproximadamente 200 mM, aproximadamente 250 mM o
aproximadamente 300 mM o mas. En otra realizacién, la sal puede ser una sal caotrdpica, tal como cloruro de
guanidinio, perclorato de litio, acetato de litio, cloruro de magnesio o similares. La muestra también puede contener
ademas de o en /ugar de la sal caotrdpica otro agente caotrépico tal como el butanol, etanol, fenol, propanol,
dodecilsulfato sédico, tiourea o urea. En otra realizacién, la muestra puede contener una sal cosmotrépica tal como
una sal de carbonato, sulfato o fosfato, por ejemplo, sulfato de amonio.
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La pluralidad de muestras puede contener dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o 10 o méas subconjuntos
de muestras que tienen una concentracién de sal diferente. De este modo, por ejemplo, una pluralidad de muestras
puede comprender 10 concentraciones de proteinas diferentes a tres concentraciones de sal diferentes para un total
de 30 muestras. En una realizacién especifica, un subconjunto de la pluralidad de muestras contiene cloruro de sodio
aproximadamente 2 mM, otro conjunto de la pluralidad de muestras contiene cloruro de sodio aproximadamente 20
mM y otro conjunto de la pluralidad de muestras contiene cloruro de sodio aproximadamente 200 mM. La sal 2 mM se
considera de baja fuerza iénica y la 200 mM se considera de alta fuerza iénica. La alta tonicidad hasta 300 mM inclusive
de sal, aunque no es procedente para la mayoria de las formulaciones terapéuticas de proteinas, se utiliza en el
contexto de preparaciones de proteinas sometidas a purificacion mediante columnas de cromatografia de interaccién
hidréfoba (HIC, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, la invencién es Util para determinar si la proteina de alta
concentracién en condiciones de alta concentracién de sal serd adecuada para la purificacién por HIC o similares.

Se aplica luz blanca a cada muestra y se obtiene su espectro de absorbancia. La relacién de intensidad de la
absorbancia se calcula a partir de cada muestra de la pluralidad y se representa. En aquellas muestras en las que las
nanoparticulas no se agregan o en donde la agregacion es baja, es decir, donde la proteina muestra repulsién o baja
capacidad de agregacién, la longitud de onda de maxima absorbancia y la intensidad de la absorbancia son similares
a las de las nanoparticulas de control no recubiertas. En aquellas muestras en las que se agregan las nanoparticulas,
es decir, donde la proteina muestra atraccién o alta capacidad de agregacién, la longitud de onda de maxima
absorbancia se desplaza hacia el rojo y el perfil de absorbancia se aplana a medida que la intensidad de la absorbancia
méxima disminuye en relaciéon con las nanoparticulas de control no recubiertas. Cada muestra de la pluralidad de
muestras para una proteina dada puede mostrar diferentes perfiles de absorbancia (es decir, diferentes relaciones de
intensidad de la absorbancia), mostrando, en algunos casos, atraccién y mostrando, en otros casos, repulsion. Estas
proteinas tienen un intervalo dindamico de estabilidad coloidal y pueden ser estables coloidalmente en condiciones
especificas. Para algunas proteinas, la proteina puede mostrar repulsiéon en todos los parametros (muestras). Dicha
una proteina se considera fuerte o que tiene una estabilidad coloidal dinamica fuerte. Para otras proteinas, la proteina
puede mostrar atraccién en todas las condiciones de los parametros probados. Dicha una proteina se considera
coloidalmente inestable.

Aquellas proteinas que muestran repulsién en al menos una condiciéon probada (en al menos una muestra) pueden
seleccionarse para produccién y formulacién a gran escala como una sustancia farmacéutica estable. Es menos
probable que aquellas proteinas formen agregados durante la producciéon y el almacenamiento. Asimismo, aquellas
condiciones en las que una proteina muestra repulsién pueden informar de las etapas de produccion y los excipientes
de formulacién de la proteina como sustancia farmacéutica. Por ejemplo, la utilizacién de SINS dependiente de la
concentracién (CD-SINS) como se describe en el presente documento puede determinar la capacidad de fabricacién
de proteinas, p. ej., en las etapas aguas abajo de ultrafiltracion y diafiltracién. La seleccién de una solucién de proteinas
de baja viscosidad para la fabricacidén a gran escala puede aumentar la eficiencia y disminuir el coste del
bioprocesamiento (Shire SJ, 2009, "Formulation and manufacturability of biologics." Curr Opin Biotechnol. 20(6):708-
14). CD-SINS también es susceptible generalmente a una amplia gama de excipientes (tanto tradicionales como no
tradicionales). CD-SINS se puede utilizar para derivar relaciones estructura-actividad entre diferentes series quimicas
utilizadas para formular la sustancia farmacoldgica proteica, y se puede utilizar para seleccionar excipientes que
invierten la autoasociacién (véanse el ejemplo 11y las figuras 13 y 14).

Los criterios generales para seleccionar moléculas y condiciones que tengan una dinamica de estabilidad coloidal
aceptable se representan en la figura 3, que representa gréficamente la relacién de intensidad de la absorbancia de
dos proteinas, mAb1y mADbS en tres condiciones de fuerza ibnica. Se proporcionan tres canastas: (A) seguro proceder,
que incluye moléculas fuertes que se espera sean estables a altas concentraciones; (B) proceder con precaucion, que
incluye moléculas que muestran relaciones de intensidad de la absorbancia por encima del nivel umbral (p. &/, una
Amaxima/A4s0 de = 1,7) en algunas condiciones; y (C) potencialmente problematica, que incluye moléculas que no logran
alcanzar el valor umbral de la relacién de intensidad de la absorbancia en ninguna condicién. Por ejemplo, mAb1
(simbolos abiertos) es fuerte en términos de estabilidad coloidal, cayendo en la canasta "seguro proceder" en
condiciones de sal méas bajas (NaCl 2 mM, cuadrados abiertos; NaCl 20 mM, triangulos abiertos), una categoria
"proceder con precaucidén" en condiciones de sal mas altas (NaCl 200 mM, circulos abiertos). Por el contrario, mAb5
(simbolos cerrados) es menos fuerte, cayendo en la canasta "potencialmente problematica" en condiciones de sal
menores, y en la canasta "proceder con precaucién" en la condiciéon de contenido de sal mas alto.

El SINS dependiente de la concentracién (CD-SINS) demuestra cdmo los sistemas proteina/disolvente "evolucionan”
al aumentar la concentracién de proteinas. Captura un gran nimero de interacciones coloidales que muestran
diferentes proteinas a una alta concentracién de proteinas: repulsivo a ideal (neutral); atractivo a ideal; ideal a atractivo;
e insensible. Captura muchas de las diferentes facetas de las interacciones coloidales, tal como la repulsién o atraccién
mediadas por la carga, traza la exploracién electrostética y cualitativamente proporciona un intervalo dindmico
bastante amplio. CD-SINS revela posibles problemas mediados por hidréfobos y marca moléculas generalmente
probleméticas. EI método proporciona una herramienta analitica para evaluar la capacidad de desarrollo de alta
concentracién de proteinas con requisitos de proteinas notablemente minimos, y que es susceptible de
automatizacion.
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Reduccién de la viscosidad de proteinas coloidales atractivas o mixtas

Aquellas proteinas que tienen perfiles de interaccién coloidal dindmica desfavorables, es decir, que tienden a
autoasociarse, generalmente puede tener viscosidades altas a concentraciones mas altas. Esta alta viscosidad a alta
concentracién puede hacer que la proteina no sea deseable para inyeccién parenteral. El ensayo CD-SINS descrito
en el presente documento es Util para explorar excipientes reductores de la viscosidad. En un aspecto, se proporciona
un método para producir una formulacién de proteinas de viscosidad reducida. En una realizacién, un posible
excipiente reductor de la viscosidad.

En algunas realizaciones, el excipiente reductor de la viscosidad reduce la viscosidad de la solucién de proteinas en
al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 100 %, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces 0 > 5 veces con respecto a la viscosidad
de la solucién de proteinas sin el excipiente reductor de la viscosidad.

En algunas realizaciones, el excipiente reductor de la viscosidad es un aminoacido o una sal de un aminoacido. En
algunas realizaciones, el excipiente reductor de la viscosidad es un hidrocarburo, un alcano, un alqueno y alquino, un
acido graso, una cola de &cido graso, una estructura que contiene benceno, un acido benzoico, un hidrocarburo
sustituido, un alcano sustituido, un alqueno sustituido, un alquino sustituido, un &cido graso sustituido, una cola de
acido graso sustituida, una estructura que contiene benceno sustituido, un &cido benzoico sustituido, un acido
sulfénico, un acido aminobenzoico, un 4cido benzoico alquilado, un acido hidroxibenzoico o una sal de amonio de un
acido benzoico. En una realizacién, el excipiente reductor de la viscosidad es un acido paraaminobenzoico (PABA).
En una realizacién, el PABA se incluye en la formulacién de proteinas a una concentracién de 5 mM, 6 mM, 7 mM,
8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 17 mM, 18 mM, 19 mM, 20 mM, 21 mM, 22 mM,
23 mM, 24 mM o 25 mM. En una realizacidn, el excipiente reductor de la viscosidad es PABA combinado a una
concentracién > 12 mM o a una concentracién de 20 mM en la solucién de proteinas.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, la expresion "estabilidad coloidal", que se puede utilizar indistintamente con
"propension a autoasociarse" o "propensién a agregar", significa el efecto neto (global) de las fuerzas moleculares a
través del espacio, por ejemplo, electrostéticas, de van der Waals y similares, que pueden dar como resultado una
capacidad de interaccién de una proteina atractiva, neutra o repulsiva.

Como se usa en el presente documento, la expresién "relaciéon de intensidad de la absorbancia” significa la relacién
entre la intensidad de la absorbancia méaxima de una muestra y la intensidad de la absorbancia basal. La intensidad
basal puede obtenerse de la absorbancia de la muestra a una longitud de onda arbitraria suficientemente mas corta o
méas larga que la longitud de onda de la absorbancia esperada. En algunas realizaciones, la longitud de onda de la
absorbancia esperada para las nanoparticulas de oro de 20 nm varia de aproximadamente 500 a 600 nm, y alcanza
un maximo de aproximadamente 530 nm. Por lo tanto, la intensidad de la absorbancia basal puede ser la intensidad
de la absorbancia de la muestra a una longitud de onda inferior a 500 o superior a 600. Por ejemplo, la intensidad de
la absorbancia basal puede ser la intensidad de la absorbancia de la muestra a 450 nm. En este caso, la relacién de
intensidad de la absorbancia es la intensidad de la absorbancia a la longitud de onda de absorbancia méaxima (Amaxima)
de la muestra dividida por la intensidad de la absorbancia a 450 nm (Asso 0 Ainicial).

En otros ejemplos, la intensidad de la absorbancia basal puede ser la intensidad de la absorbancia maxima de las
nanoparticulas no recubiertas (nanoparticulas de control). En este caso, las nanoparticulas sin proteina, pero en la
misma sal tamponada en la que se muestrean las nanoparticulas recubiertas experimentales, se someten a analisis
de absorbancia. La intensidad de absorbancia maxima de las nanoparticulas de control no recubiertas (Acontrol) sirve
como la intensidad de la absorbancia basal. En este caso, la relacion de intensidad de la absorbancia se calcula como
Armaximal Acontrol.

La absorbancia se expresa generalmente en unidades arbitrarias, que se cancelan cuando se calcula la relacién. La
absorbancia se mide pasando una fuente de luz blanca a través de una muestra. La muestra absorbe luz de
determinadas longitudes de onda a determinadas intensidades, de acuerdo con las propiedades 6pticas de la muestra.
La intensidad de la luz que pasa a través de la muestra, es decir, la "luz transmitida", se mide en mdltiples longitudes
de onda y se calcula la intensidad de la "luz absorbida".

El espectro de absorbancia de las nanoparticulas de oro esta determinado por resonancia de plasmén superficial de
las particulas. El campo eléctrico de la luz entrante interactta con los electrones libres en la superficie de las particulas
de oro y da como resultado una fuerte absorcién en la regidn visible. Esta propiedad 6ptica depende del tamafio, forma
y estado de aglomeracién de las nanoparticulas. Por ejemplo, las particulas més pequefias (20 nm de diametro)
absorben a una longitud de onda mas baja (~522 nm) y con un maximo més estrecho y mas intenso (A = ~0,6) que
las particulas méas grandes (p. ej., la particula de 250 nm absorbe de manera mas fuerte a 570-660 nm con una
intensidad de aproximadamente el 40 % de la intensidad de la particula de 20 nm). Una particula de forma irregular
muestra un maxima mas amplio de menor intensidad que se desplaza al rojo en relacién con una particula esférica.
Del mismo modo, las particulas aglomeradas muestran un maximo mas amplio de menor intensidad que se desplaza
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al rojo en relacion con las particulas esféricas discretas dispersadas (figura 1).

Como se usa en el presente documento, la expresién "valor umbral" indica una relacién de intensidad de la absorbancia
por encima de la cual se considera que una proteina es factible que logre una alta concentracién estable en solucion.
Una muestra de proteinas que tiene una relacién de absorbancia por debajo del valor umbral indica que la proteina,
al menos en las condiciones experimentales de pH, fuerza iénica y densidad de proteinas, puede no ser factible que
logre una alta concentracion estable en solucién. Esta viabilidad de una proteina para lograr una alta concentracién
en solucién est4 inversamente relacionada con la "atracciéon" de la proteina o con la capacidad de autoasociacion, y
esta positivamente relacionada con la "repulsiéon” de la proteina. En algunas realizaciones, el valor umbral es de
aproximadamente 1,7, 1,8, 1,9 0 2 (Amaxima/A4s0). En algunas realizaciones, el valor umbral es de aproximadamente
0,7, 0,8, 0,9 0 1 (Amaxima/Acontrol).

Como se usa en el presente documento, la expresidn "intervalo dindmico" se refiere a la capacidad de una proteina
de autoasociacion en una variedad de condiciones. Los ensayos de autoasociacién de la técnica anterior que emplean
espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas (SINS) solamente miden la capacidad de las proteinas de
autoasociacién en un Unico conjunto de condiciones. Una proteina que se considere "atractiva" seglin ese ensayo de
un solo punto puede rechazarse, mientras que una proteina que se considere "repulsiva" segln ese ensayo puede
conservarse como factible para la formulacién y produccidn a alta concentracién. En este caso, se obtienen una serie
de relaciones de intensidad de la absorbancia en diversas condiciones experimentales y se representan graficamente,
generando un perfil de "intervalo dindmico" para una proteina particular. En algunas condiciones, la proteina puede
tener una relacién de intensidad de la absorbancia por debajo del umbral, mientras que en otras condiciones la proteina
puede tener una relacién de intensidad de la absorbancia por encima del umbral. Tal proteina tendria un grado
aceptable de repulsién en esas condiciones, que puede informar de la seleccién de procesos de fabricaciéon de
proteinas y excipientes y concentraciones de formulacién. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal 2 (mAb2) muestra
un grado aceptable de repulsién en condiciones de alta concentracién/alta fuerza iénica (p. e/, NaCl 200 mM)
condiciones, pero de atraccién inaceptable en condiciones de baja fuerza idnica (figura 2).

Las condiciones experimentales utilizadas para determinar el intervalo dindmico de la proteina incluyen la
concentracién de la proteina; el tamafio, el nimero de forma de la nanoparticula; el material del que esta hecha la
nanoparticula; el método de recubrimiento de las nanoparticulas con proteina; la naturaleza y cantidades de los
ingredientes en el tampén o disolvente; el pH; y la fuerza i6nica de la solucién. Por ejemplo, el pH del tampdn puede
afectar la carga global de la proteina dependiendo del punto isoeléctrico de la proteina (pl), y la carga, a su vez, puede
afectar al coeficiente virial de segundo orden de la proteina (B 22 negativo es atractivo y un B2z positivo es repulsivo).
La fuerza iénica (es decir, contenido de sal) se sabe generalmente que afecta a la autoatraccién de proteinas, donde
el aumento de la fuerza iénica protege a las proteinas contra la repulsién basada en cargas y promueve la atraccién.

En algunas realizaciones, se toman puntos de datos (es decir, relaciones de intensidad de la absorbancia) a diferentes
concentraciones de sal o sin sal en absoluto. Por ejemplo, la sal, p. ej., cloruro de sodio, puede incluirse en cualquier
concentracién que varie desde cantidades infimas hasta sobresaturadas. En algunas realizaciones, el cloruro de sodio
se incluye en la "sal tamponada" a una concentracidén de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 1 M, 1 mM a
500 mM o 2 mM a 300 mM. En algunas realizaciones, los puntos de datos se toman en dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, 10 0 mas condiciones de concentracién de sal diferentes. En una realizacién, se utilizan al menos
tres condiciones de concentracién de sal, por ejemplo, cloruro de sodio 2 mM, 20 mM y 200 mM. En otra realizacién,
se utilizan al menos cinco condiciones de concentracion de sal. Los ejemplos no limitantes de cinco condiciones de
concentracién de sal pueden incluir: cloruro de sodio 1 mM, 2 mM, 20 mM, 200 nM y 300 mM, o cloruro de sodio 1
mM, 5 mM, 20 mM, 100 nM y 300 mM. El experto en la materia puede adaptar facilmente el ensayo utilizando
diferentes sales y/o condiciones de sal en funcién de la naturaleza del uso experimental o terapéutico de la proteina
de interés.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sal tamponada" indica una solucién acuosa que contiene un
tampdn y una sal. La sal puede estar en cualquier concentracion y el tampén puede tener capacidad de tamponamiento
en cualquier intervalo de pH. En algunas realizaciones, la sal y el tampén pueden ser uno y los mismos, tal como
carbonato de calcio. Se sabe que las sales afectan a la interaccion de las proteinas y, con frecuencia, se utilizan para
precipitar proteinas, para afectar el plegamiento de proteinas, para estabilizar formulaciones farmacéuticas, para
proporcionar tonicidad y para regular el comportamiento de las proteinas durante la cromatografia. Las sales pueden
ser agentes cosmotrépicos (energia libre de enlaces de hidrégeno positiva) o caotrdpicos (energia libre de enlaces de
hidrégeno negativa). Los cosmotropos facilitan las interacciones agua-agua y se usan habitualmente para precipitar
proteinas por adicién de sal. Ejemplos de iones cosmotrépicos incluyen carbonato, sulfato, fosfato, magnesio, litio,
zinc y aluminio. Los caotropos alteran los enlaces de hidrégeno y debilitan los efectos hidréfobos, promoviendo asi la
desnaturalizacién de las proteinas. Ejemplos de sales caotrdpicas incluyen cloruro de guanidinio, perclorato de litio,
acetato de litio y cloruro de magnesio. Las sales como el cloruro de sodio estan cerca de la mitad de la serie de
Hofmeister, lo que significa que no son eficaces ni para disolver ni para precipitar por adicién de sal. Dependiendo del
objetivo del ensayo de autoasociacién de proteinas, las sales de la sal tamponada pueden seleccionarse por su
capacidad para disolver por adiciéon de sal, precipitar por adiciéon de sal o permanecer efectivamente neutras a
concentraciones fisiologicas.
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Se incluyen "tampones" para controlar el pH, lo que a su vez afecta las propiedades de carga de las proteinas y su
estructura y funcién posteriores. Dependiendo del objetivo del ensayo de autoasociacién de proteinas, los tampones
pueden seleccionarse, por ejemplo, por su capacidad para potenciar la purificacion de proteinas, promover la
estabilidad de las proteinas a largo plazo o permitir la comodidad del paciente durante la administracion de una
proteina terapéutica. Los tampones Utiles son bien conocidos en la técnica e incluyen MES, TRIS, PIPES, MOPS,
fosfato, citrato-fosfato, citrato, acetato, carbonato-bicarbonato, histidina, imidazol y similares. En una realizacién
particular, el tampén utilizado en el ensayo de autoasociacién de proteinas es MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico), que tiene un intervalo de tampén til de aproximadamente pH 5,5 a 6,7. En una realizacion
especifica, el MES esta incluido en la sal tamponada a aproximadamente 10 mM, pH6.

Se utiliza un tampén en el componente de sal tamponada del sistema y de los reactivos de ensayo. También se utiliza
tampdn para controlar el pH de las soluciones que contienen la proteina mas alla del ensayo. Los tampones se utilizan
en los medios de produccién de cultivos celulares utilizados para producir la proteina. Los tampones también se utilizan
en soluciones utilizadas durante la purificacién de proteinas y las diversas operaciones unitarias implementadas en
las mismas. Los tampones se utilizan en sustancias farmacéuticas formuladas y en la formulacién del medicamento
final.

Los tampones utiles en la formulaciéon de proteinas son bien conocidos en la técnica e incluyen histidina, succinato,
citrato, acetato, fosfato y similares. El tampén puede incluirse en la sustancia farmacéutica formulada (FDS) o el
medicamento (DP) a una concentracién de 1 mM a 100 mM. En algunas realizaciones particulares, el tampdn se
incluye a aproximadamente 10 mM. En determinadas realizaciones, el tampdn esté presente a una concentracién de
5mMz2075mMa1s5mM+225mM; de6mM+09mMa1dmM+21 mM;de7 mM+1,05mMa13 mM+ 1,95 mM;
de8mMz12mMa12mM+1,8mM; de 9 mM+135mMa 11 mM=1,65mM; 10 mM + 1,5 mM; o aproximadamente
10 mM. En algunas realizaciones especificas, el sistema tampén de la FDS o DP comprende histidina, fosfato y/o
acetatoa 10 mM + 1,5 mM.

En algunas realizaciones, el tampén se selecciona de un producto quimico capaz de tamponar en algun lugar dentro
del intervalo de pH de aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o dentro del intervalo de pH de aproximadamente
3,7 a aproximadamente 8,0. Por ejemplo, la solucién liofilizada previamente puede tener un pH de aproximadamente
3,4, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,8, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,2, aproximadamente
4,4, aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,8, aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,2, aproximadamente
5,4, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8, aproximadamente 6,0, aproximadamente 6,2, aproximadamente
6,4, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,8, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,2, aproximadamente
7,4, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,8, o aproximadamente 8,0.

El tampén puede ser una combinacién de tampones individuales, tal como, p. ej., la combinacién de histidina y acetato
(tampén his-acetato). En una realizacién, el tampdn tiene un intervalo de tamponamiento de aproximadamente 3,5 a
aproximadamente 6, o de aproximadamente 3,7 a aproximadamente 5,6, tal como el intervalo tamponado por acetato.
En una realizacion, el tampén tiene un intervalo de tamponamiento de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8,5,
o de aproximadamente 5,8 a aproximadamente 8,0, tal como el intervalo tamponado por fosfato. En una realizacién,
el tampén tiene un intervalo de tamponamiento de aproximadamente 50 a aproximadamente 8,0, o de
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,4, tal como el intervalo tamponado por histidina.

Como se usa en el presente documento, el término "nanoparticula" se refiere a una particula esférica, casi esférica o
esferoidal que tiene un diametro en la escala de 10° M (0,001 micras) a 10°® M (1 micra). Las nanoparticulas pueden
comprender cualquier material, incluyendo polimeros organicos, metales, materiales semiconductores, materiales
magnéticos y combinaciones de materiales. Las nanoparticulas metalicas son particularmente adecuadas para
ensayos basados en resonancia de plasmén superficial, debido a que las esferas de metal tienen electrones libres en
su superficie que pueden interactuar con el campo eléctrico de la luz incidente, dando como resultado un fuerte
espectro de absorbancia. Las nanoparticulas de oro y las nanoparticulas de plata son ejemplos de nanoparticulas
metalicas Utiles para medir cambios en la resonancia del plasmén. El tamafio, la forma y el material de la nanoparticula
afecta a la intensidad y la longitud de onda de la absorbancia méaxima. Son Utiles las nanoparticulas de oro de 20 nm
a 400 nm de didmetro. En algunas realizaciones, la nanoparticula utilizada en el ensayo de intervalo dinamico de
autoasociacién es una nanoparticula de oro (AuNP, por sus siglas en inglés) con un diametro de aproximadamente 20
nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm, 60 nm, 80 nm o 100 nm.

Como se usa en el presente documento, el término "luz" significa radiacién electromagnética (EMR, por sus siglas en
inglés). La luz puede ser de una sola longitud de onda, de una gama reducida de longitudes de onda, de una amplia
gama de longitudes de onda tal como "luz blanca", de una coleccidn de longitudes de onda. La luz puede ser en forma
de rayo laser o como luz difusa. El ensayo de autoagregacién es un ensayo espectrofotométrico, donde se mide el
efecto que tiene la muestra sobre la luz. Por lo tanto, se aplica luz a la muestra (es decir, "luz incidente"), la muestra
interactla con la luz, tal como generando plasmones y absorbiendo longitudes de onda de luz particulares (es decir,
luz absorbida), y se transmite un subconjunto de la luz a través de la muestra y a un detector (es decir, "luz
transmitida"). En algunas realizaciones, la luz incidente es una luz blanca que comprende EMR que tiene longitudes
de onda de 400 nm a 800 nm. En algunas realizaciones, la luz transmitida se detecta y mide en longitudes de onda
que abarcan de 400 nm a 800 nm, a partir de la cual se determina la intensidad de la absorbancia.
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Como se usa en el presente documento, el término "autoasociacién" se refiere a la unién no especifica de una proteina
especifica a otra proteina de la misma especie. Por no especifica, lo que se entiende es la asociacién por fuerzas
débiles que se consideran no biolégicas. Para distinguir la interaccién no especifica de la especifica, la asociacidén de
dos mitades de anticuerpos idénticos para formar un anticuerpo intacto se considera una interaccién especifica. Por
el contrario, las asociaciones de dos 0 méas anticuerpos intactos idénticos a través de interacciones de Van der Waals
o hidréfobas para formar dimeros, trimeros o multimeros de orden superior que son reversibles o irreversibles son "no
especificas".

Como se usa en el presente documento, el término "estable" o "estabilidad" se refiere a la retencién de un grado
aceptable de estructura fisica (estabilidad termodinamica), estructura quimica (estabilidad cinética) o funcién biolégica
(estabilidad funcional) de una proteina u otra macromolécula bioldgica a lo largo del tiempo. La proteina puede ser
estable aunque no mantenga el 100 % de su estructura fisica, estructura quimica o funcién biolégica después del
almacenamiento durante un determinado periodo de tiempo. 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 una estructura o funcién de la proteina después del
almacenamiento durante una cantidad de tiempo en particular puede considerarse como "estable".

La estabilidad se puede medir determinando el porcentaje de proteina natural que queda en una muestra. El porcentaje
de proteina que conserva su forma natural se puede determinar mediante cromatografia de exclusién por tamafio, que
separa los agregados de alto peso molecular de la proteina natural de menor peso molecular. Una proteina estable
conservara el 90 % o més de su estructura natural con el tiempo. Una proteina estable no contiene mas del 10 % del
total de especies de proteinas como agregado irreversible.

Una proteina estable tiene una baja tasa de formacidén de agregados. Una proteina estable experimenta un aumento
en la formacién de especies de alto peso molecular, es decir, agregacién, que es menos del 15 %, menos del 14 %,
menos del 13 %, menos del 12 %, menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 9 %, menos del 8 %, menos del 7 %,
menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 4 %, menos del 3 %, menos del 2 %, menos del 1 %, o menos del 0,5 %
durante el almacenamiento a aproximadamente 5 °C a aproximadamente 25 °C durante hasta 7 meses, hasta 8 meses,
hasta 9 meses, hasta 10 meses, hasta 11 meses, hasta 12 meses, hasta 13 meses, hasta 14 meses, hasta 15 meses,
hasta 16 meses, hasta 17 meses, hasta 18 meses, hasta 19 meses, hasta 20 meses, hasta 21 meses, hasta 22 meses,
hasta 23 meses o hasta 24 meses.

Se pueden utilizar otros métodos para evaluar la estabilidad de una proteina tal como, p. €j., calorimetria diferencial
de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) para determinar la estabilidad térmica, agitacién controlada para determinar
la estabilidad mecanica y absorbancia a aproximadamente 350 nm o a aproximadamente 405 nm para determinar la
turbidez en solucién. En una realizacién, una proteina puede considerarse estable si después de un almacenamiento
de 6 meses 0 més de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 25 °C, el cambio en la DO405 de la formulacién es
de menos de aproximadamente 0,05 (p. ej., 0,04, 0,03, 0,02, 0,01 o menos) de la DO405 de la proteina en el tiempo
cero.

Como se usa en el presente documento, el término "proteina" significa cualquier polimero de aminoacidos que tenga
més de aproximadamente 50 aminoacidos unidos covalentemente mediante enlaces amida. Las proteinas contienen
una o mas cadenas poliméricas de aminoacidos conocidas en la técnica como "polipéptidos". Una proteina puede
contener uno o mas polipéptidos para formar una Unica biomolécula funcional. Los "polipéptidos" generalmente
contienen méas de 50 aminoacidos, mientras que los "péptidos" generalmente contienen 50 aminoacidos o menos. Las
proteinas pueden contener una o mas modificaciones covalentes y no covalentes. Pueden estar presentes puentes
disulfuro (es decir, entre restos de cisteina para formar cistina) en algunas proteinas. Estos enlaces covalentes pueden
estar dentro de una sola cadena polipeptidica o entre dos cadenas polipeptidicas individuales. Por ejemplo, los puentes
disulfuro son esenciales para una estructura y funcién apropiadas de insulina, inmunoglobulinas, protamina y similares.
Para una revisién reciente de la formacién de enlaces disulfuro, véase Oka y Bulleid, "Forming disulfides in the
endoplasmic reticulum," 1833(11) Biochim Biophys Acta 2425-9 (2013).

Ademéas de la formaciéon de enlaces disulfuro, las proteinas pueden estar sometidas a otras modificaciones
postraduccionales. Esas modificaciones incluyen lipidacién (p. ej., miristoilacién, palmitoilacién, farnesoilacién,
geranilgeranilacién y formacién de anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI)), alquilacién (p. ej., metilacién), acilacién,
amidacién, glucosilacién (p. ej., adicién de grupos glucosilo en arginina, asparagina, cisteina, hidroxilisina, serina,
treonina, tirosina y/o triptéfano) y fosforilacién (es decir, la adicién de un grupo fosfato a serina, treonina, tirosina y/o
histidina). Para una revisién reciente sobre la modificacién postraduccional de las proteinas producidas en eucariotas,
véanse Mowen y David, "Unconventional post-translational modifications in immunological signaling," 15(6) Nat
Immunol 512-20 (2014); y Blixt y Westerlind, "Arraying the post-translational glycoproteome (PTG)", 18 Curr Opin Chem
Biol. 62-9 (2014).

Los ejemplos de proteinas incluyen proteinas terapéuticas, proteinas recombinantes usadas en investigacién o

tratamiento, proteinas de retencién y otras proteinas de fusién receptor-Fc, proteinas quiméricas, anticuerpos,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos biespecificos, fragmentos de anticuerpo, hanocuerpos,
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quimeras de anticuerpos recombinantes, citocinas, quimiocinas, hormonas peptidicas y similares. Las proteinas
pueden producirse usando sistemas de produccién basados en células recombinantes, tales como el sistema de
baculovirus de insectos, sistemas de levadura (p. ej., Pichia sp.), sistemas de mamiferos (p. ej., células CHO y
derivados de CHO como células CHO-K1). Para una revision reciente que analiza las proteinas terapéuticas y su
produccién, véase Ghaderi et al., "Production platforms for biotherapeutic glycoproteins. Occurrence, impact, and
challenges of non-human sialylation", 28 Biotechnol Genet Eng Rev. 147-75 (2012).

Como se usa en el presente documento, la expresién "proteina de unién a antigeno" indica cualquier proteina que se
une a otra entidad molecular. La entidad molecular puede ser un péptido, polipéptido, proteina, epitopo, hapteno,
antigeno o molécula biolégica. Por ejemplo, una proteina de unién a antigeno incluye una molécula receptora que se
une a un ligando, donde el ligando es el antigeno. Las proteinas de unién a antigeno incluyen anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos (p. €j., Fab), anticuerpos monocatenarios, moléculas scFv, proteinas recombinantes que comprenden
receptores y partes de receptores, moléculas ligando, proteinas recombinantes que comprenden ligandos o partes de
ligandos, moléculas recombinantes que comprenden multiples receptores o fragmentos de receptores (p. €j., proteinas
de fusidn receptor-Fc) y similares.

"Anticuerpo” o "molécula de inmunoglobulina" es un subconjunto o subtipo de una proteina de unién a antigeno. La
proteina de inmunoglobulina canénica (p. €j., IgG) comprende cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas
(H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una regién
variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como HCVR o VH) y una regién constante de cadena
pesada. La regién constante de cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera
comprende una regién variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como LCVR o VL) y una regién
constante de cadena ligera. La regidén constante de cadena ligera comprende un dominio, CL. Las regiones VH y VL
pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn méas conservadas, denominadas regiones marco
conservadas (FR, por sus siglas en inglés). Cada VH y VL estd compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas
desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (las
CDR de cadena pesada pueden abreviarse como HCDR1, HCDR2 y HCDRS3; las CDR de cadena ligera pueden
abreviarse como LCDR1, LCDR2 y LCDR3. Como se usa en el presente documento, "anticuerpo monoclonal”
simplemente significa un anticuerpo de entidad molecular Unica, generalmente producido por clones de una célula
precursora que produce un solo anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se distinguen de los anticuerpos
policlonales por el hecho de que los anticuerpos policlonales representan una coleccién de anticuerpos producidos
por diferentes células. Un anticuerpo monoclonal puede tener afinidad monovalente, lo que significa que ambas
mitades del anticuerpo son idénticas y se unen al mismo epitopo, o afinidad bivalente, como en un "anticuerpo
biespecifico”, lo que significa que una mitad del anticuerpo se une a un epitopo diferente que la otra mitad del
anticuerpo.

"Anticuerpo biespecifico" incluye cualquier anticuerpo que puede unirse selectivamente a dos o més epitopos. Los
anticuerpos biespecificos comprenden en general dos cadenas pesadas diferentes, uniéndose de manera especifica
cada cadena pesada a un epitopo diferente, ya sea en dos moléculas diferentes (p. ej., antigenos) o en la misma
molécula (p. €j., en el mismo antigeno). Si un anticuerpo biespecifico puede unirse selectivamente a dos epitopos
diferentes (un primer epitopo y un segundo epitopo), la afinidad de la primera cadena pesada por el primer epitopo en
general serd al menos de uno a dos o tres o cuatro érdenes de magnitud inferior a la afinidad de la primera cadena
pesada por el segundo epitopo, y viceversa. Los epitopos reconocidos por el anticuerpo biespecifico pueden estar en
la misma diana o en una diferente (p. ej., en la misma proteina o en una diferente). Los anticuerpos biespecificos
pueden prepararse, por ejemplo, combinando cadenas pesadas que reconocen diferentes epitopos del mismo
antigeno. Por ejemplo, las secuencias de &cido nucleico que codifican secuencias variables de la cadena pesada que
reconocen diferentes epitopos del mismo antigeno pueden fusionarse con secuencias de acido nucleico que codifican
diferentes regiones constantes de la cadena pesada, y dichas secuencias pueden expresarse en una célula que
expresa una cadena ligera de inmunoglobulina. Un anticuerpo biespecifico tipico tiene dos cadenas pesadas teniendo
cada una tres CDR de cadena pesada, seguidas de (extremo N a extremo C) un dominio CHI, una bisagra, un dominio
CH2 y un dominio CH3, y una cadena ligera de inmunoglobulina que no confiere especificidad de unién a antigeno,
pero que puede asociarse con cada cadena pesada, 0 que puede asociarse con cada cadena pesada y que puede
unirse a uno o més de los epitopos unidos por las regiones de unién a antigeno de la cadena pesada, 0 que puede
asociarse con cada cadena pesada y posibilitar la unién de una o las dos cadenas pesadas a uno o dos epitopos.

La expresion "cadena pesada", o "cadena pesada de inmunoglobulina" incluye una secuencia de la regién constante
de cadena pesada de inmunoglobulina de cualquier organismo y, salvo que se especifique de otro modo incluye un
dominio variable de cadena pesada. Los dominios variables de cadena pesada incluyen tres CDR de cadena pesada
y cuatro regiones FR, a menos que se indique lo contrario. Los fragmentos de cadenas pesadas incluyen CDR, CDR
y FR, y combinaciones de las mismas. Una cadena pesada tipica tiene, siguiendo el dominio variable (desde el extremo
N al extremo C), un dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3. Un fragmento funcional de una
cadena pesada incluye un fragmento que es capaz de reconocer especificamente un antigeno (p. ej., reconocer el
antigeno con una KD en el intervalo micromolar, nanomolar, o picomolar), que es capaz de expresarse y secretarse a
partir de una célula, y que comprende al menos una CDR.
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La expresién "cadena ligera" incluye una secuencia de la regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina de
cualquier organismo y, salvo que se especifique de otro modo, incluye las cadenas ligeras kappa y lambda humanas.
Los dominios variables de la cadena ligera (VL) normalmente incluyen tres CDR de la cadena ligera y cuatro regiones
marco (FR), a menos que se indique lo contrario. Generalmente, una cadena ligera de longitud completa incluye,
desde el extremo amino al extremo carboxilo, un dominio VL que incluye FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, y
un dominio constante de la cadena ligera. Las cadenas ligeras que se pueden usar con esta invencién incluyen
aquellas, p. €j., que no se unen selectivamente al primer o segundo antigeno unidos selectivamente por la proteina de
unién a antigeno. Las cadenas ligeras adecuadas incluyen las que pueden identificarse explorando las cadenas ligeras
empleadas mas habitualmente en las bibliotecas de anticuerpos existentes (colecciones liquidas o in silico), donde las
cadenas ligeras no interfieren sustancialmente con la afinidad y/o selectividad de los dominios de unién a antigeno de
las proteinas de unién a antigeno. Las cadenas ligeras adecuadas incluyen aquellas que pueden unirse a uno o ambos
epitopos que se unen por las regiones de unién a antigeno de la proteina de unién a antigeno.

La expresion "dominio variable" incluye una secuencia de aminoécidos de una cadena ligera o cadena pesada
(modificada segln se desee) de inmunoglobulina que comprende las siguientes regiones de aminoacidos, en
secuencia, del extremo N al extremo C (salvo que se indique de otro modo): FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3,
FR4. Un "dominio variable" incluye una secuencia de aminoacidos que puede plegarse en un dominio canénico (VH o
VL) que tiene una estructura doble de lamina beta en donde las laminas beta estan conectadas por un enlace disulfuro
entre un resto de una primera lamina beta y una segunda lamina beta.

La expresién "regién determinante de complementariedad”, o el término "CDR", incluye una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia del acido nucleico de los genes de la inmunoglobulina de un organismo que normalmente
(es decir, en un animal de tipo silvestre) aparecen entre dos regiones marco en una regidén variable de una cadena
ligera o una cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina (p. ej., un anticuerpo o un receptor de linfocitos T).
Una CDR puede estar codificada por, por ejemplo, una secuencia de la linea germinal o una secuencia reordenada o
no reordenada, y, por ejemplo, por un linfocito B o un linfocito T no tratado o maduro. En algunas circunstancias (p.
ej., para una CDR3), las CDR pueden estar codificadas por dos 0 mas secuencias (p. €j., secuencias de la linea
germinal) que no son contiguas (p. €j., en una secuencia del acido nucleico no reordenada) pero son contiguas en una
secuencia del 4cido nucleico de un linfocito B, p. ej., como resultado de cortar y empalmar o de conectar las secuencias
(p. €j., recombinacién V-D-J para formar una CDR3 de cadena pesada).

Las proteinas que contienen Fc incluyen anticuerpos, anticuerpos biespecificos, inmunoadhesinas, "proteinas de
fusién receptor-Fc" y otras proteinas de unién que comprenden al menos una porcién funcional de una regién CH2 y
CH3 de inmunoglobulina. Una "porcién funcional" se refiere a una regién CH2 y CH3 que puede unirse a un receptor
Fc (p. ej., un FcyR; o un FcRn, es decir, un receptor Fc neonatal) y/o que puede participar en la activaciéon del
complemento. Si la regién CH2 y CH3 contiene eliminaciones, sustituciones y/o inserciones u otras modificaciones
que lo hacen incapaz de unirse a ningln receptor Fc y también incapaz de activar el complemento, las regiones CH2
y CH3 no son funcionales.

Las proteinas que contienen Fc pueden comprender modificaciones en los dominios de inmunoglobulina, incluyendo
donde las modificaciones afectan a una o mas funciones efectoras de la proteina de unién (p. ej., modificaciones que
afectan a la unién de FcyR, la unién a FcRn y, por tanto, la semivida, y/o actividad CDC). Dichas modificaciones
incluyen, pero sin limitacién, las siguientes modificaciones y combinaciones de las mismas, con referencia a la
numeracién EU de una regién constante de inmunoglobulina: 238, 239, 248, 249, 250, 252, 254, 255, 256, 258, 265,
267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 301, 303, 305,
307, 308, 309, 311, 340, 342, 344, 356, 358, 359, 360, 361, 362, 373, 375, 376, 378, 380, 382, 383, 384, 386, 388,
389, 398, 414, 416, 419, 428, 430, 433, 434, 435, 437, 438, y 439.

Por ejemplo, y no a modo de limitacién, la proteina de unién es una proteina que contiene Fc y muestra semivida en
suero potenciada (en comparacidén con la misma proteina que contiene Fc sin la una 0 mas modificaciones indicadas)
y tiene una modificacién en la posicién 250 (p. e/, E 0 Q); 250y 428 (p. &j., L o F); 252 (p. ¢j., UY/FMV 0 T), 254 (p.
e/, S50T)y256 (p. g., SIR/IQ/E/D o T), o0 una modificacion en 428 y/o 433 (p. ej., LIR/SI/P/Q o K) y/o 434 (p. ej., H/F
0 Y); o una modificacién en 250 y/o 428; o una modificacién en 307 0 308 (p. e/., 308F, V308F) y 434. En otro ejemplo,
la modificacién puede comprender una modificacién en 428L (p. ej., M428L) y 4348 (p. ej., N434S); una modificacion
en 428L, 2591 (p. ej., V259I) y 308F (p. ej., V308F); una modificaciéon en 433K (p. ej., H433K) y una modificaciéon en
434 (p. €j., 434Y), una modificacién en 252, 254, y 256 (p. ej., 252Y, 254T y 256E); una modificaciéon en 250Q y 428L
(p. ej., T250Q y M428L); y una modificacién en 307 y/o 308 (p. ej., 308F o 308P).

Algunas proteinas recombinantes que contienen Fc contienen receptores o fragmentos de receptores, ligandos o
fragmentos de ligandos que tienen compafieros de unién afines en sistemas biolégicos. Las "proteinas de fusién
receptor-Fc" se refieren a moléculas recombinantes que contienen un receptor soluble fusionado a un dominio Fc de
inmunoglobulina. Algunas proteinas de fusidén receptor-Fc pueden contener dominios de unién a ligandos de multiples
receptores diferentes. Esas proteinas de fusion receptor-Fc se conocen como "atrapadores" o "moléculas
atrapadoras”. Rilonocept y aflibercept son ejemplos de atrapadores comercializados que antagonizan la IL1R (véase
la patente de EE.UU. n.° 7.927.583) y el VEGF (véase la patente de EE.UU. n.° 7.087.411), respectivamente. Otras
proteinas recombinantes que contienen Fc incluyen aquellas proteinas recombinantes que contienen un péptido

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2974961 T3

fusionado a un dominio Fc, por ejemplo, la tecnologia MIMETIBODYTM de Centocor. Las proteinas recombinantes
que contienen Fc se describen en C. Huang, "Receptor-Fc fusion therapeutics, traps, and MIMETIBODY technology,"”
20(6) Curr. Opin. Biotechnol. 692-9 (2009).

Como se usa en el presente documento, el término "tonificante" o "agente tonificante" es una sustancia o combinacién
de sustancias que proporciona tonicidad u osmolalidad a una formulacién o solucién. La formulacién puede requerir
una osmolaridad fisiol6gica, que es aproximadamente 0,29 osmoles de soluto por kilogramo de disolvente (290
mOsm). Una formulacién que tiene una osmolalidad fisiolégica generalmente se denomina fisioldgicamente isoténica.
Una formulacién puede tener una osmolalidad inferior a 290 mOsm (fisiolégicamente hipoténica) o superior a 290
mOsm (fisioldgicamente hiperténica). Se afiade un tonificante a una formulacién para ajustar la formulacién a la
tonicidad apropiada. El término "tonicidad" puede usarse indistintamente con osmolalidad u osmolaridad.

Los tonificantes incluyen sales, que se afiaden para ajustar la fuerza i6nica o la conductancia, y tonificantes no salinos.
Las sales habitualmente utilizadas incluyen cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio y cloruro de
calcio. Los tonificantes no salinos incluyen azlcares, alcoholes de azUcar, monosacéridos y disacaridos, ejemplos de
los cuales incluyen sorbitol, manitol, sacarosa, trehalosa, glicerol, maltosa y lactosa.

Como se usa en el presente documento, el término "tensioactivo” indica un aditivo o excipiente que reduce la tensién
superficial interfacial. Algunos tensioactivos tienen una porcién lipéfila y una porciéon hidréfila. Se cree que los
tensioactivos proporcionan estabilidad adicional al reducir la interaccién hidréfoba proteina-proteina y al dar como
resultado especies de alto peso molecular (es decir, agregados). Se pueden incluir uno o méas tensioactivos en
soluciones que contienen proteinas, incluidos FDS, DP, soluciones de procesamiento y fabricacién de proteinas y
soluciones de ensayo de autoasociacién de proteinas. Los tensioactivos pueden ser ibnicos o no iénicos. Los
tensioactivos no iénicos incluyen, p. ej., poli(6xido de etileno) de alquilo, poliglucésidos de alquilo (p. €j., glucésido de
octilo y maltésido de decilo), alcoholes grasos tales como alcohol cetilico y alcohol oleilico, cocamida MEA, cocamida
DEA y cocamida TEA. Los tensioactivos no idnicos especificos incluyen, p. ej., ésteres de polioxietilensorbitan
(también conocidos como polisorbatos) tal como polisorbato 20, polisorbato 28, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 65, polisorbato 80, polisorbato 81 y polisorbato 85; poloxameros tales como poloxamero 188, poloxamero
407, polietilen polipropilenglicol; o polietilenglicol (PEG). El polisorbato 20 también se conoce como TWEEN 20,
monolaurato de sorbitan y monolaurato de polioxietilensorbitan. El polisorbato 80 también se conoce como TWEEN
80, monooleato de sorbitdn y monooleato de polioxietilensorbitan.

La cantidad de tensioactivo contenida en una solucién que contiene proteinas puede variar dependiendo de las
propiedades especificas y los propésitos deseados de la solucién. En determinadas realizaciones, la solucién puede
contener aproximadamente 0,001 % (p/v) a aproximadamente 0,5 % (p/v) de tensioactivo (p. ej., polisorbato 20 o
polisorbato 80). Por ejemplo, la solucién puede contener aproximadamente un 0,001 %,; aproximadamente un
0,0015 %; aproximadamente un 0,002 %; aproximadamente un 0,0025 %; aproximadamente un 0,003 %;
aproximadamente un 0,0035 %; aproximadamente un 0,004 %; aproximadamente un 0,0045 %; aproximadamente un
0,005 %; aproximadamente un 0,0055 %; aproximadamente un 0,006 %; aproximadamente un 0,0065 %);
aproximadamente un 0,007 %; aproximadamente un 0,0075 %; aproximadamente un 0,008 %; aproximadamente un
0,0085 %; aproximadamente un 0,009 %; aproximadamente un 0,0095 %; aproximadamente un 0,01 %;
aproximadamente un 0,015 %; aproximadamente un 0,016 %; aproximadamente un 0,017 %; aproximadamente un
0,018 %; aproximadamente un 0,019 %; aproximadamente un 0,02 %; aproximadamente un 0,021 %;
aproximadamente un 0,022 %; aproximadamente un 0,023 %; aproximadamente un 0,024 %; aproximadamente un
0,025 %; aproximadamente un 0,026 %; aproximadamente un 0,027 %; aproximadamente un 0,028 %;
aproximadamente un 0,029 %; aproximadamente un 0,03 %; aproximadamente un 0,031 %; aproximadamente un
0,032 %; aproximadamente un 0,033 %; aproximadamente un 0,034 %; aproximadamente un 0,035 %;
aproximadamente un 0,036 %; aproximadamente un 0,037 %; aproximadamente un 0,038 %; aproximadamente un
0,039 %; aproximadamente un 0,04 %; aproximadamente un 0,041 %; aproximadamente un 0,042 %;
aproximadamente un 0,043 %; aproximadamente un 0,044 %; aproximadamente un 0,045 %; aproximadamente un
0,046 %; aproximadamente un 0,047 %; aproximadamente un 0,048 %; aproximadamente un 0,049 %;
aproximadamente un 0,05 %; aproximadamente un 0,051 %; aproximadamente un 0,052 %; aproximadamente un
0,053 %; aproximadamente un 0,054 %; aproximadamente un 0,055 %; aproximadamente un 0,056 %;
aproximadamente un 0,057 %; aproximadamente un 0,058 %; aproximadamente un 0,059 %; aproximadamente un
0,06 %; aproximadamente un 0,061 %; aproximadamente un 0,062 %; aproximadamente un 0,063 %;
aproximadamente un 0,064 %; aproximadamente un 0,065 %; aproximadamente un 0,066 %; aproximadamente un
0,067 %; aproximadamente un 0,068 %; aproximadamente un 0,069 %; aproximadamente un 0,07 %;
aproximadamente un 0,071 %; aproximadamente un 0,072 %; aproximadamente un 0,073 %; aproximadamente un
0,074 %; aproximadamente un 0,075 %; aproximadamente un 0,076 %; aproximadamente un 0,077 %;
aproximadamente un 0,078 %; aproximadamente un 0,079 %; aproximadamente un 0,08 %; aproximadamente un
0,081 %; aproximadamente un 0,082 %; aproximadamente un 0,083 %; aproximadamente un 0,084 %;
aproximadamente un 0,085 %; aproximadamente un 0,086 %; aproximadamente un 0,087 %; aproximadamente un
0,088 %; aproximadamente un 0,089 %; aproximadamente un 0,09 %; aproximadamente un 0,091 %;
aproximadamente un 0,092 %; aproximadamente un 0,093 %; aproximadamente un 0,094 %; aproximadamente un
0,095 %; aproximadamente un 0,096 %; aproximadamente un 0,097 %; aproximadamente un 0,098 %;
aproximadamente un 0,099 %; aproximadamente un 0,10 %; aproximadamente un 0,15 %; aproximadamente un
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0,20 %; aproximadamente un 0,25 %; aproximadamente un 0,30 %; aproximadamente un 0,35 %; aproximadamente
un 0,40 %; aproximadamente un 0,45 %; o aproximadamente un 0,50 % de tensioactivo (p. ej., polisorbato 20 o
polisorbato 80).

Como se usa en el presente documento, el término "estabilizante" indica una molécula o compuesto, o una
combinacién de entidades quimicas (es decir, mas de una entidad quimica) que sirve para estabilizar la conformacién
natural de la proteina. Los estabilizantes estabilizan las proteinas en solucién mediante uno 0 més de los siguientes
mecanismos: (1) aumento de la tensién superficial del agua, (2) exclusién proteina-excipiente que forma una capa de
agua alrededor de la proteina, (3) interaccidn de enlace peptidico negativo y (4) interaccién repulsiva con la superficie
de la proteina. Independientemente del mecanismo especifico, los estabilizantes se excluyen preferentemente de la
superficie de la proteina, enriqueciendo asi el agua en la superficie de la proteina. Ademas, la interaccién desfavorable
proteina-excipiente hace que el desplegamiento de la proteina sea termodindmicamente desfavorable, ya que el area
de la superficie de la proteina aumenta durante la desnaturalizacién. Los estabilizantes incluyen, p. ej., polioles,
azlcares, aminoéacidos, sales de precipitacidén, o cualquier combinacién de los mismos. Ejemplos de estabilizantes
utiles incluyen polietilenglicol, sorbitol, glicerol, manitol, trehalosa, sacarosa, arginina, alanina, prolina, glicina, cloruro
de sodio o cualquier combinaciéon de los mismos. La sacarosa y la trehalosa son los azUcares utilizados mas
frecuentemente.

También se divulgan los siguientes elementos:

Elemento 1. Un método para determinar la capacidad de una proteina para autoasociarse, comprendiendo el
método:

a. combinar una proteina, una nanoparticula y una sal tamponada para formar una muestra;
b. excitar la muestra con luz;

c. medir la luz transmitida a través de la muestra;

d. calcular la relacion de intensidad de la absorbancia de la muestra,

en donde la proteina es estable a alta concentracién cuando la relacién de intensidad de la absorbancia excede
un valor umbral.

Elemento 2. El método del elemento 1, en donde la proteina es una proteina de unién a antigeno.

Elemento 3. El método del elemento 2, en donde la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo, un fragmento
de anticuerpo o una proteina de fusién receptor-Fc.

Elemento 4. El método del elemento 3, en donde la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo monoclonal
humano.

Elemento 5. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la proteina esté en
la muestra a una concentracion de aproximadamente 2 ug/ml a aproximadamente 512 pg/ml.

Elemento 6. EI método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la nanoparticula es
una nanoparticula de oro.

Elemento 7. El método del elemento 6, en donde la nanoparticula de oro tiene un didmetro de aproximadamente
20 nm a aproximadamente 100 nm.

Elemento 8. El método del elemento 7, en donde el diametro de la nanoparticula de oro es de aproximadamente
20 nm.

Elemento 9. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la muestra
comprende de aproximadamente 5x10"" a aproximadamente 8x10'" nanoparticulas por ml.

Elemento 10. EI método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la muestra
comprende aproximadamente 6-6,5x10"" nanoparticulas por ml.

Elemento 11. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la sal esta presente
en la muestra a una concentracidén de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 250 mM.

Elemento 12. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la sal es cloruro de
sodio.
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Elemento 13. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la concentracién
de la sal es de aproximadamente 2 mM, aproximadamente 20 mM o aproximadamente 200 mM.

Elemento 14. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la luz transmitida
se mide a multiples longitudes de onda que varian de aproximadamente 450 nm a aproximadamente 750 nm.

Elemento 15. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la relacién de
intensidad de la absorbancia es la relacién de la absorbancia méaxima respecto a la absorbancia inicial.

Elemento 16. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde el valor umbral de
la relacidn de intensidad de la absorbancia es de aproximadamente 1,7.

Elemento 17. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, que comprende, ademas, la
repeticién de las etapas (a) - (d) usando una concentracion diferente de proteina en la muestra.

Elemento 18. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, que comprende, ademas, la
repeticién de las etapas (a) - (d) usando una concentracidn diferente de sal en la muestra.

Elemento 19. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, que comprende, ademas, la
repeticién de las etapas (a) - (d) usando un pH diferente de la muestra.

Elemento 20. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, que comprende, ademas:
e. combinar la proteina altamente soluble a una alta concentracién con un excipiente para formar una sustancia
farmacéutica formulada.

Elemento 21. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la concentracién
de la proteina es de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml.

Elemento 22. El método de acuerdo con cualquiera de los elementos 20 0 21, en donde el excipiente se selecciona
del grupo que consiste en un tonificante, un tampén, un tensioactivo, un estabilizante y una combinacién de los
mismos.

Elemento 23. El método del elemento 22, en donde el tonificante es una sal.
Elemento 24. El método de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores, en donde la sal es NaCl.

Elemento 25. Una composicién que comprende un farmaco bioterapéutico obtenible mediante el método de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

Elemento 26. La composicién de acuerdo con el elemento 25, en donde no mas de aproximadamente un 10 % de
la especie de farmaco bioterapéutico total esta presente como agregado irreversible a la concentracién del farmaco
bioterapéutico.

Elemento 27. La composicién de acuerdo con cualquiera de los elementos 25-26, en donde la composicién es tal
que el valor umbral se encuentra en un intervalo de, por ejemplo, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0
(Améxima/A450).

Elemento 28. La composicién de acuerdo con cualquiera de los elementos 25-27, en donde el valor umbral se
encuentra en un intervalo de aproximadamente 0,7 a aproximadamente 1,0 (Amaxima/Acontrol).

Elemento 29. La composicién de acuerdo con cualquiera de los elementos 25-28, en donde la concentracién del
farmaco biofarmacéutico se encuentra en un intervalo de, por ejemplo, aproximadamente 50 mg/ml a
aproximadamente 500 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml o de
aproximadamente 100 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml.

Elemento 30. Una composicién obtenible de acuerdo con cualquiera de los elementos 25-29 para su uso en
medicina.

Elemento 31. Un método de acuerdo con cualquiera de los elementos 1-24 para preparar una composicién que
comprende un farmaco biofarmacéutico, en donde la composicidn tiene una viscosidad de aproximadamente 10-
10.000 mPar-s, aproximadamente 20-9000 mPaes, aproximadamente 30-8000 mPa-s, aproximadamente 40-7000
mPaces, aproximadamente 50-6000 mPa-s, aproximadamente 70-5000 mPa-s, aproximadamente 90-4000 mPa-s,
aproximadamente 100-3000 mPass o aproximadamente 10 mPaes, o aproximadamente 20 mPaes, o
aproximadamente 30 mPass, o aproximadamente 40 mPa+s, o aproximadamente 50 mPae+s o, como alternativa,
de aproximadamente 1 mPass a aproximadamente 20 mPa-ss, aproximadamente 2 mPa-ss, aproximadamente 3
mPaes, aproximadamente 4 mPa-ss, aproximadamente 5 mPass, aproximadamente 6 mPa-s, aproximadamente 7
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mPaces, aproximadamente 10 mPa-ss, 13 mPass, 15 mPa-s o aproximadamente 20 mPa-s.

Elemento 32. El método de acuerdo con el elemento 31, en donde el farmaco biofarmacéutico es una o mas
proteinas o uno o més anticuerpos o cualquier mezcla de los mismos.

Elemento 33. El método de acuerdo con cualquiera de los elementos 31-32, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal, o un anticuerpo policlonal o0 una combinacién de los mismos.

Elemento 34. Una mezcla bioanalitica que comprende:
a. al menos dos nanoparticulas;
b. una proteina en al menos dos fases; y
¢. una sal o un tampon.

Elemento 35. La mezcla bioanalitica del elemento 34, en donde la primera de las al menos dos fases de la proteina
es una fase soluble.

Elemento 36. La mezcla bioanalitica del elemento 34 o 35, en donde la segunda de las al menos dos fases de la
proteina es una fase adherente, en donde la proteina se adhiere a la superficie de cada una de las al menos dos
nanoparticulas.

Elemento 37. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 36, en donde
la tercera de las al menos dos fases de la proteina es una fase agregada, en donde la proteina se autoasocia para
formar un agregado.

Elemento 38. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 37, en donde
una o més de la proteina agregada también se adhiere a la superficie de una nanoparticula.

Elemento 39. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 38, en donde
cada una de las al menos dos nanoparticulas comprende oro.

Elemento 40. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 39, en donde
cada una de las al menos dos nanoparticulas comprende un didmetro de aproximadamente 20 nm a
aproximadamente 100 nm.

Elemento 41. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 40, en donde
el diametro es de aproximadamente 20 nm.

Elemento 42. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 41, en donde
cada una de las al menos dos nanoparticulas esté saturada con la proteina.

Elemento 43. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 42, en donde
las nanoparticulas estan presentes a una densidad de aproximadamente 6x10'" a aproximadamente 7x10'
nanoparticulas por mililitro de mezcla.

Elemento 44. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 43, en donde
la proteina esta presente a una concentracion de aproximadamente 2 ug/ml a aproximadamente 512 pg/ml.

Elemento 45. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 44, en donde
la proteina es una proteina de unién a antigeno.

Elemento 46. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 45, en donde
la proteina de unién a antigeno se selecciona del grupo que consiste en anticuerpo, fragmento de anticuerpo,
aptédmero y proteina de fusién receptor-Fc.

Elemento 47. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 46, en donde
la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo.

Elemento 48. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 47, en donde
el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humano.

Elemento 49. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 48, en donde
la sal esta presente a una concentracién de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 300 mM.
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Elemento 50. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 49, en donde
la sal esté presente a una concentracién de aproximadamente 2 mM, aproximadamente 20 mM o aproximadamente
200 mM.

Elemento 51. La mezcla bioanalitica de acuerdo con uno cualquiera de los elementos anteriores 34 a 50, en donde
la sal comprende NaCl.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente los métodos de la presente invencion. Estos
ejemplos son ilustrativos Unicamente y no pretenden limitar el alcance de la invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1: Materiales

Los anticuerpos monoclonales (mAb, por sus siglas en inglés) se produjeron mediante células EESYR® y se
purificaron mediante cromatografia con proteina A y una etapa de pulido de intercambio aniénico o cromatografia de
interaccién hidréfoba. Los componentes del tampdn se obtuvieron de Sigma-Aldrich, VWR o JT-Baker y eran el grado
méas alto disponible. Las columnas lllustra NAP (n.° de cat. 17-0853-02) y una columna Superdex de 200 pg XK26/100
(n.° de cat. 90-1002-73) se adquirieron de GE Healthcare Life Sciences. Las unidades de filtro centrifugo Amicon (n.°
de cat. UFC905024) se adquirieron de EMD Millipore. Los casetes de didlisis Slide-A-LyzerTM G2 (n.° de catalogo
87732) se adquirieron de ThermoFisher Scientific. Las nanoparticulas de oro de 20 nm (n.° de cat. HD.GC20) se
adquirieron de BBI solutions. Se utilizaron microplacas de 96 pocillos NuncTM MicrowellTM de Thermo ScientificTM
(n.° de cat. 12-565-66) como el recipiente de reaccién para adquirir los espectros de absorbancia.

Ejemplo 2: Dispersién de luz estatica de alta concentracién (HC-SLS).

Los anticuerpos monoclonales concentrados (100 g/l) (mAb1, mAb2, mAb3, mAb4, mAbS y mAb6) se purificaron cada
uno en un Akta avant (GE Healthcare Life Sciences) a través de una columna Superdex XK26/100 de 200 pg en MES
10 mM, pH 6,0, cloruro de sodio 50 mM. La fraccién de monémero mAb se recogid y se concentré usando una bomba
Easy-Load MAsterFlex L/S (Cole Parmer) en tAndem con una membrana VivaFlow 200 con 30.000 MWCO HY. Se
dividieron 150 ml de cada anticuerpo concentrado en 3 fracciones y se cargaron en un casete de dialisis de MWCO
10.000 y se intercambiaron por 2 | de MES 10 mM pH 6,0, cloruro de sodio 250 mM; MES 10 mM pH 6,0, cloruro de
sodio 50 mM; y MES 10 mM pH 6,0, soluciones de cloruro de sodio 10 mM. Las soluciones se concentraron, utilizando
una unidad de filtro centrifugo con 50.000 MWCO, hasta un volumen final de aproximadamente 15 ml en sus tampones
correspondientes. Las concentraciones se midieron usando un SoloVPE (C Technologies, Inc.). El anticuerpo no se
pudo concentrar mas alla de los 60 g/l nominalmente en MES 10 mM pH 6,0, cloruro de sodio 10 mM. Las otras dos
concentraciones de sal (cloruro de sodio 250 mM y 50 mM) se ajustaron a 80 g/l nominalmente. Se tomé una alicuota
de las tres condiciones y se diluyeron a 10 g/l. Una muestra de 80 g/I, 10 g/l y tampén se fijaron a un dispositivo CG-
MALS (Wyatt Technology) y se midi6 la sefial de dispersién de la luz en funcién de la concentracién de mAb.

Ejemplo 3: Espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas (SINS) convencional.

Una subalicuota de cada anticuerpo (mAb1, mAb2, mAb3, mAb4, mAb5 y mAbS) en una condicién de sal diferente a
un tubo falcon de 15 ml separado. Se afiadieron a la solucién, 5 ml de densidad 6ptica uno (1 DO) de una solucién de
nanoparticulas de oro de 20 nm de modo que la concentracién de proteinas final resultante fuera de 50 pg/ml. Los
espectros de absorbancia y la Amax se registraron en un SPECTRAmax 340PC (Molecular Devices) después de esperar
30 minutos.

Espectroscopia de autointeraccién de nanoparticulas dependiente de la concentracién (CD-SINS). Se prepararon
soluciones tampédn 100 mM al pH apropiado. Las columnas lllustra NAP se acondicionaron con 2,4 ml de la solucién
tampdn 100 mM (p. ej. MES o fosfato de sodio dependiendo del pH objetivo). Las soluciones madre de mAb
concentradas (50-75 g/l) se intercambiaron con tampén usando la columna de desalacién acondicionada. La
concentracién resultante se midié usando un SoloVPE. Cada anticuerpo se diluyé posteriormente a 5,12 mg/ml en
tampdn 100 mM. A continuacién, se afiadié el mAb a la columna 1 de la placa de micropocillos y se diluyé en serie en
tampdn 100 mM hasta 0,04 mg/ml. Se afiadieron 80 pl de nanoparticulas de oro a las columnas 2, 3y 4 de la placa
de 96 micropocillos. Se afiadieron 40 pl del mAb diluido en serie a cada columna, usando una pipeta multicanal, que
contenia las nanoparticulas de oro manteniendo la dilucién en serie a partir de 1,280 ml de columna de sal de cloruro
de sodio 357 mM, 71 mM y 14 mM, posteriormente se afiadié la solucién madre, usando una pipeta multicanal, a las
columnas 2, 3 y 4 respectivamente. Se dejé que la solucién resultante se equilibrara durante 30 minutos antes de que
se registraran los espectros de absorbancia en un SPECTRAmax 340PC. La intensidad méxima de absorbancia se
normalizé con respecto a la absorbancia a 450 nm. Esta relacién se representa graficamente en funcién de la
concentracién final del anticuerpo.

Ejemplo 4: Estabilidad coloidal dinamica de la albumina de suero humana (HSA)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
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concentraciones de albumina de suero humano (HAS) en tampdn MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200
mM, pH 6. Las muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 ug/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml, 200 pg/ml y 400 pug/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente
esos espectrogramas (la figura 4, representa los espectros para las muestras de NaCl 200 mM) y se calculé la relacién
de intensidad de la absorbancia a la absorbancia maxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm se calcul6 para cada
concentracién de proteina y se representé graficamente (figura 5).

HSA muestra una relacién de intensidad de la absorbancia superior a 1,7 (Amaxima/A4s0) para todas las fuerzas idénicas
y a las concentraciones de proteina més altas, indicando un perfil de interaccidén coloidal dinamica favorable. Los
experimentos de dispersion de luz estatica muestran viriales positivos (A2) en total concordancia con el perfil CD-SINS
(tabla 2).

Tabla 2
NaCl mM SLS (A2)
2 1,17E-4
20 9,68E-5
120 7,85E-5

Ejemplo 5: Anticuerpo monoclonal n.° 1 (mAb1)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb 1 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 6).

El mAb1 muestra una relacién de intensidad de la absorbancia superior a 1,7 (Amaxima/A4s0) para todas las fuerzas
i6nicas y a las concentraciones de proteina mas altas, indicando un perfil de interaccién coloidal dindmica favorable.
Los experimentos de dispersién de luz estatica de alta concentracién muestran viriales positivos (Az2) en total
concordancia con el perfil CD-SINS (tabla 3, figura 7).

Tabla 3
NaCl mM SLS (A2)
2 1,72E-4
20 6,70E-5
200 1,34E-5

Ejemplo 6: Anticuerpo monoclonal n.° 6 (mAb6)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb6 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 8).

El mAb6 muestra una relacién de intensidad de la absorbancia superior a 1,7 (Amaxima/A4s0) @ las fuerzas idénicas mas
bajas y a las concentraciones de proteina més altas, indicando un perfil de interaccién coloidal dindmica favorable en
esas condiciones. El mAb6 muestra un aumento de interacciones atractivas al aumentar las fuerzas iénicas. Los
experimentos de dispersién de luz estética de alta concentracién muestran viriales variables (A2) en total concordancia
con el perfil CD-SINS (figura 9).

Ejemplo 7: Anticuerpo monoclonal n.° 2 (mAb2)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb2 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 2).

El mAb2 muestra cambios profundos en las interacciones proteicas netas en condiciones variables. A baja fuerza

i6nica, mAb2 muestra un aumento en las interacciones atractivas. La molécula se vuelve repulsiva en general a medida
que aumenta la fuerza iénica. A NaCl 200 mM, el anticuerpo tiene una estabilidad coloidal favorable. Los experimentos
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de dispersion de luz estética de alta concentracidn muestran viriales variables (Az) en total concordancia con las
longitudes de onda de SINS convencional de méxima absorbancia (tabla 1).

Ejemplo 8: Anticuerpo monoclonal n.° 3 (mAb3)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb3 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 10).

El mAb3 es un ejemplo de una proteina coloidalmente inestable que presagia una formulacién y fabricacién a alta
concentracién problematicas. En todas las fuerzas iénicas y concentraciones de proteinas, mAb3 muestra
interacciones atractivas. Los experimentos de dispersién de luz estatica de alta concentracibn muestran viriales
negativos (Az) en total concordancia con las longitudes de onda de SINS convencional de méaxima absorbancia (tabla

1).
Ejemplo 9: Anticuerpo monoclonal n.° 4 (mAb4)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb4 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 11).

El mAb4 es un ejemplo de una proteina coloidalmente estable a fuerzas i6nicas mas bajas, pero que muestra menos
solubilidad a mayor concentracién de proteina en baja fuerza ibnica. Los experimentos de dispersion de luz estatica,
que representan viriales mixtos (negativo a menor fuerza iénica, positivo a alta fuerza iénica), muestran discrepancias
con los datos generados por CD-SINS, que muestra un perfil repulsivo para mAb4 (tabla 1).

Ejemplo 10: Anticuerpo monoclonal n.° 5 (mAb5)

Se combinaron nanoparticulas de oro de 20 nm a aproximadamente 6,3 x 10" particulas por mililitro con diversas
concentraciones de mAb5 humano en tampén MES 10 mM a NaCl 2 mM, NaCl 20 mM, o NaCl 200 mM, pH 6. Las
muestras individuales que contenian 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml se sometieron a espectroscopia de absorbancia. Se representaron graficamente esos espectrogramas y se
calculé la relacién de intensidad de la absorbancia a la absorbancia méxima (Amax) y la absorbancia inicial a 450 nm
para cada concentracidn de proteina y se representé graficamente (figura 12).

El mAb5 es un ejemplo de una proteina coloidalmente mixta que es atractiva en fuerza iénica baja y muestra una
mejora en el comportamiento a alta concentracion de proteina al aumentar la fuerza idnica. Los experimentos de
dispersidn de luz estética, que representan solo viriales negativos, muestran discrepancias con los datos generados
por CD-SINS, que muestra un perfil mixto para mAb4 (tabla 1).

Ejemplo 11: Exploracién y seleccién de excipientes

Se usé un anticuerpo formulado de alta viscosidad que tenia un perfil de interaccién coloidal dindmica desfavorable
en algunas condiciones de formulacién (mAb7) para explorar excipientes adicionales para determinar su capacidad
para mejorar el perfil CG-SINS del anticuerpo. El perfil CG-SINS del anticuerpo monoclonal 7 (mAb7) formulado en
varias soluciones que contenian diferentes tampones y fuerzas idnicas (figura 13), y excipientes de azlcares y/o
aminoécidos (figura 14) permanecieron por debajo del valor umbral de absorbanciamax/absorbanciao favorable para la
dispensacién a alta concentracién (p. ej., por debajo de 1,7). La viscosidad de mAb7 formulado a aproximadamente
100 mg/ml se observé a ~ 100 mPa.s (100 cP).

El ensayo CD-SINS se utilizé para explorar el efecto estabilizante coloidal de varios compuestos de benzoato
sustituidos en mAb7. Los &cidos benzoicos sustituidos incluyen acido m-hidroxibenzoico, acido p-hidroxibenzoico,
acido m-metilbenzoico, 4cido p-metilbenzoico, acido metilbenzoico, acido p-etilbenzoico, 4cido m-aminobenzoico,
acido p-aminobenzoico, un &cido sulfénico y un benzoato de amonio. La Figura 15 representa el grafico de dispersién
de la relacién de absorbancia CD-SINS de mAb7 formulado con cada uno de los cidos benzoicos sustituidos. Cuando
se combind el 4cido p-aminobenzoico (PABA, circulos abiertos en la fig. 15) con el mAb7 formulado, el mAb7 mostré
una estabilidad coloidal favorable como se demuestra por las relaciones de absorbancia por encima del valor umbral
favorable para la dispersion a alta concentracién, es decir, > 1,6 0 1,7 como se representa en la figura 15.

Se combind PABA de una manera dependiente de la dosis con mAb7 y se someti6 a analisis CD-SINS. La inclusién
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de PABA > 12 mM (p. ej.,, PABA 18 Mm, 24 mM, 30 mM y 36 mM PABA) con mAb7 produjo un perfil de interaccién
coloidal favorable (es decir, repulsivo) (figura 16). El efecto de PABA sobre el perfil de interaccién coloidal de mAb7
parecié saturarse a aproximadamente PABA 20 mM.

Se combiné PABA 20 mM con S g/l, 10 g/l, 30 g/l, 50 g/l, 70 g/l y 80 g/l de mAb7 y se someti6 a analisis viscosimétrico
utilizando el método de cono y placa utilizando un reémetro torsional (Pathak et a/., Biophys. J. 104(4): 913-923, 19
de febrero de 2013). Los resultados se representan en la figura 17. La extrapolaciéon de esos resultados a 100 g/l de
mADb7 utilizando el algoritmo de Krieger-Dougherty (véase, p. €j., Lukham y Ukeje, J. Colloid Interface Sci., 220(2):
347-356, 15 de diciembre de 1999) mostrd una reduccidén de aproximadamente tres veces en la viscosidad de cizalla
constante en aquellas formulaciones de mAb7 que contenian PABA 20 mM.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para determinar la capacidad de una proteina para autoasociarse, comprendiendo el método:

a. combinar una proteina, una nanoparticula de oro y una sal tamponada para formar una muestra, en donde la
sal tamponada es un tampén y una sal o una sal que también es un tampén;

b. excitar la muestra con luz;

¢. medir la luz transmitida a través de la muestra a multiples longitudes de onda que varian desde aproximadamente
450 nm hasta aproximadamente 750 nm;

d. calcular la relacién de intensidad de la absorbancia de la muestra, en donde la relacién de intensidad de la
absorbancia es la intensidad de la absorbancia a la longitud de onda de absorbancia maxima (Amaxima) de la muestra
dividida por la intensidad de la absorbancia a 450 nm (A4so 0 Ainicial), €n donde la proteina es estable a alta
concentracién cuando la relacién de intensidad de la absorbancia es superiora 1,7, y

en donde el método comprende, ademés, la repeticion de las etapas (a) - (d) al menos una vez més usando una fuerza
ibnica diferente.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde:

(i) la proteina es una proteina de fusién receptor-Fc o una proteina de unién a antigeno, preferentemente en donde
la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o una proteina de fusién receptor-
Fc, mas preferentemente en donde la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo monoclonal humano;

(ii) la proteina estd a una concentracién baja cuando estd presente en la muestra a una concentracién de
aproximadamente 2 pug/ml a aproximadamente 512 pg/ml;

(iii) la nanoparticula de oro tiene un diametro de aproximadamente 20 nm a aproximadamente 100 nm, més
preferentemente en donde el diametro de la nanoparticula de oro es de aproximadamente 20 nm; o

(iv) la muestra comprende aproximadamente 5x10'" a aproximadamente 8x10"" nanoparticulas por ml,
preferentemente en donde la muestra comprende aproximadamente 6-6,5x10'" nanoparticulas por ml;

(v) la sal de la sal tamponada est4 presente en la muestra a una concentracion de aproximadamente 2 mM a
aproximadamente 250 mM, preferentemente en donde la sal es cloruro de sodio, méas preferentemente en donde
la concentracién de sal es de aproximadamente 2 mM, aproximadamente 20 mM o aproximadamente 200 mM.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, que comprende, ademas:

(i) repetir las etapas (a) - (d) usando una concentracién de proteina en la muestra diferente;
(i) repetir las etapas (a) - (d) usando una concentracién de sal en la muestra diferente; y/o
(iii) repetir las etapas (a) - (d) usando un pH de la muestra diferente.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende, ademas:
e. combinar la proteina a una concentracion alta con un excipiente para formar una sustancia farmacéutica formulada.

5. Elmétodo de la reivindicacién 4, en donde la proteina esta a una concentracién alta cuando esté a una concentracion
de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el excipiente se selecciona del grupo que consiste en un tonificante, un
tampdn, un tensioactivo, un estabilizante y una combinacién de los mismos, preferentemente en donde el tonificante
es una sal, mas preferentemente en donde la sal es NaCl.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde la proteina es una proteina de fusién receptor-Fc.
8. El método de la reivindicacion 7, en donde la proteina de fusidn receptor-Fc es aflibercept.

9. Un método para preparar una formulacién farmacéutica de baja viscosidad que contiene una proteina,
comprendiendo el método:

a. determinar la capacidad de |la proteina para autoasociarse de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8;

b. combinar un excipiente reductor de la viscosidad con la proteina;

¢. determinar la capacidad de la proteina para autoasociarse de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 en presencia del excipiente reductor de la viscosidad; y

d. formular la proteina con el excipiente reductor de la viscosidad a un nivel que reduce la viscosidad de la solucién
de proteina en al menos un 50 % que sin el excipiente reductor de la viscosidad.

10. ElI método de la reivindicacién 9, en donde el excipiente reductor de la viscosidad es acido paraaminobenzoico
(PABA).
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11. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la proteina es estable de tal manera que
retiene un 90 % o mas de su estructura natural a una concentracién alta cuando la relaciéon de intensidad de la
absorbancia excede 1,7.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la proteina esté presente en la muestra a una
concentracién superior a una concentracién minima necesaria para cubrir completamente las nanoparticulas de oro.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la proteina estd a una concentracién alta

cuando estéd presente en la muestra a una concentracién de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250
mg/ml.
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16

» %< on - 2
- K oo -5
0 8¢ 8
o < 0o -5
em4 4 OO - &
me 4000 -

B KD L

<o -

2 B2 2 3 2%

opouRgIOSqY/MNeIoURGIOSAY

log, [mADbT], pg/mi

44



ES 2974961 T3

FIGURA 17
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