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DESCRIPCION
Formulaciones estables de dominios variables individuales de inmunoglobulina y usos de las mismas
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a formulaciones estables tal como se definen en las reivindicaciones, que
comprenden un agente de unién a factor de von Willebrand (vWF) que comprende al menos un dominio variable
individual de inmunoglobulina que se une a (SEQ ID NO: 20), tal como dominios variables individuales de
inmunoglobulina segun las SEQ ID NO: 1-19, especificamente la SEQ ID NO: 1, es decir el Nanobody ALX-0081.

La invencion proporciona formulaciones que son estables en almacenamiento durante periodos de tiempo
prolongados y a lo largo de un amplio intervalo de temperaturas. Las formulaciones de la invencién garantizan una
alta estabilidad del polipéptido, permitiendo multiples ciclos de congelacion-descongelacion sin deterioro quimico o
fisico, y proporcionan estabilidad en relacién a la tensién mecanica, tal como tensiéon de oscilacién, cizalladura o
agitacion. Son adecuadas para preparaciones farmacéuticas y de diagnéstico y compatibles con diluyentes
farmacéuticamente aceptables, tales como solucion salina, disolucién de Ringer o disolucion de glucosa/dextrosa.

La presente invencion también se refiere a métodos de preparacion, a métodos para el almacenamiento y a usos de
las formulaciones. La invencién se refiere ademas a formas unitarias de dosificacion, a kits y a usos médicos de las
formulaciones.

2. Antecedentes de la invencion

Los dominios variables individuales de inmunoglobulina, tales como los dominios VHH de camélidos, los dominios
VH camelizados o los dominios VHH humanizados, representan una clase de productos terapéuticos de anticuerpos
en rapido crecimiento. Por ejemplo, se han descrito dominios variables individuales de inmunoglobulina contra vVWF
en los documentos W0O2004/015425, W02004/062551, W0O2006/074947, W0O2006/122825, W0O2009/115614 y
WO2011/067160.

Proteinas tales como dominios variables individuales de inmunoglobulina (ISVD) normalmente deben almacenarse y
transportarse entre la fabricacion inicial y su uso, por ejemplo, administracion a un paciente. Los procesos de
transporte, fabricacién, almacenamiento y suministro pueden ejercer multiples tensiones sobre el dominio variable
individual de inmunoglobulina, tales como tensiones quimicas y fisicas. Durante el almacenamiento pueden
producirse modificaciones quimicas, tales como, por ejemplo, desamidacion, racemizacién, hidrélisis, oxidacion,
isomerizacion, eliminacion beta o intercambio de disulfuro. Las tensiones fisicas pueden causar desnaturalizacion y
desplegamiento, agregacion, formacion de material particulado, precipitacién, opalescencia o adsorcion.

Sigue habiendo la necesidad de proporcionar formulaciones para dominios variables individuales de
inmunoglobulina, por ejemplo tal como se definen en el presente documento, que potencian la estabilidad, preservan
el agente activo frente a la tensién quimica y/o mecanica y, por tanto, permiten cambios de temperatura y
almacenamiento sin deterioro fisico o quimico significativo, permanecen estables durante periodos de tiempo
prolongados y/o son respetuosos con el paciente, por ejemplo, en las que el agente activo es soluble a alta
concentracion.

3. Sumario de la invencion

Se sabe que las tensiones mencionadas anteriormente pueden afectar a la integridad fisicoquimica de los productos
terapéuticos de proteinas, por ejemplo, productos terapéuticos de anticuerpos. Por ejemplo, se han descrito la
agregacion, desamidacion y oxidacion como las causas mas comunes de degradacién de anticuerpos (Cleland et al.,
1993, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems 10, 307-377). Al mismo tiempo, es fundamental que se proporcionen
formulaciones que preserven la integridad fisica y quimica de los dominios variables individuales de
inmunoglobulina. Se requiere integridad quimica y fisica para su uso como, por ejemplo, agente terapéutico, y
normalmente también estan asociadas con la actividad biolégica. Aunque el conocimiento sobre la estabilidad de las
proteinas estd aumentando, la optimizacion de las condiciones de la formulacion para suprimir o minimizar
completamente estas multiples tensiones y garantizar una vida atil de almacenamiento prolongada sigue siendo un
gran desafio.

Poco se sabe acerca de formulaciones adecuadas de dominios variables individuales de inmunoglobulina. El
documento W0O2010/077422 describe una formulacion de un Nanobody de unién a TNF que comprende un
lioprotector, un tensioactivo y un tampén elegido de tampédn histidina y tampén Tris-HCI a un pH de entre 5.0 y 7.5.
El documento US 2012/0225072 A1 describe formulaciones estables de dominios variables individuales de
inmunoglobulina, y en particular dominios variables individuales de inmunoglobulina dirigidos contra CXCR4.

Se han sometido a prueba agentes de unién de VWF especificos, y en particular dominios variables individuales de
inmunoglobulina con alta afinidad por vVWF, tales como ALX-0081 [INN: caplacizumab], como terapia adyuvante para
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pacientes con sindrome coronario agudo (SCA) sometidos a intervencion coronaria percutanea (ICP) y se
desarrollan como tratamiento de purpura trombocitopénica trombdtica (PTT). Se han completado ensayos clinicos de
fase | con éxito y actualmente estan en marcha pruebas en ensayos de fase Il. Hasta ahora, ALX-0081 se ha
presentado como una formulacién liquida basada en fosfato que contiene 5 mg/ml del principio farmacéutico activo
(API) en D-PBS, glicina 200 mM y Tween-80 al 0,02% (v/v).

Aunque esta formulacién demostré ser eficaz, puede mejorarse de varias maneras. En primer lugar, la concentracion
actual probablemente requeriria multiples inyecciones subcutaneas (suponiendo que el volumen por inyeccion
subcutanea se restringe a aproximadamente 1 ml), reduciendo asi la comodidad y conveniencia para el paciente. En
segundo lugar, la estabilidad en almacenamiento y la vida util de almacenamiento de la formulacién actual de ALX-
0081 (a continuacién en el presente documento, también denominada ALX-0081 contemporanea) pueden mejorarse
a temperaturas elevadas. La estabilidad en la presente formulacion a altas temperaturas esta determinada
principalmente por modificaciones quimicas en el polipéptido. Las modificaciones quimicas pueden estar vinculadas
con una pérdida de potencia.

Aunque puede lograrse una vida Util de almacenamiento factible almacenando el producto a -20°C, sin embargo,
esto no se considera una opcion favorable para la mayoria de los propdsitos practicos.

El secado por congelacion es una técnica comunmente empleada para conservar proteinas que sirve para eliminar
el agua de la preparacion de proteinas de interés. El secado por congelacién, o liofilizacién, es un proceso mediante
el cual el material que va a secarse se congela en primer lugar y luego el hielo o disolvente congelado se elimina por
sublimacion en un entorno de vacio. Puede incluirse un excipiente en formulaciones preliofilizadas para potenciar la
estabilidad durante el proceso de secado por congelacién y/o para mejorar la estabilidad del producto liofilizado
después del almacenamiento (Arakawa et al. Pharm Res. 8 (3): 285-291 (1991)). La presente invencion se refiere a
una formulacién tal como se define en las reivindicaciones que comprende un agente de unién a factor de von
Willebrand (VWF) y un tampdn citrato, con un pH en el intervalo de 6,0 a 7,0. En particular, la presente invencion se
refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicho agente de unién a vVWF comprende al menos un
dominio variable individual de inmunoglobulina que se une a SEQ ID NO: 20.

Dicho dominio variable individual de inmunoglobulina comprende o consiste esencialmente en, pero no se limita a,
un dominio variable individual de inmunoglobulina que es una secuencia de dominio variable de cadena pesada,
mas especificamente un dominio variable individual de inmunoglobulina que es una secuencia de dominio variable
de cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional o una secuencia de dominio
variable de cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cadena pesada, o un Nanobody (incluyendo pero sin
limitarse a una secuencia de VHH), preferiblemente un Nanobody.

Ademas, la presente invencion se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicho agente de unién a
vWF comprende al menos una de SEQ ID NO: 1-19. Ademas, la presente invencion se refiere a una formulacion tal
como se reivindica, en la que dicho agente de unién a vVWF es un polipéptido de cadena sencilla que comprende uno
0 mas dominios variables individuales de inmunoglobulina, preferiblemente en la que dicho agente de unién a vVWF
es monovalente o multivalente, en la que dicho agente de uniéon a vVWF es monoespecifico o multiespecifico y/o en la
que uno o mas dominios variables individuales de inmunoglobulina estan injertados con CDR, humanizados,
camelizados, desinmunizados y/o generados in vitro (por ejemplo seleccionados mediante presentacion en fago). La
presente invencion también se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicho agente de unién a
vWF comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90% idéntica a SEQ ID NO: 1. La presente
invencion se refiere también a una formulacién tal como se reivindica, en la que dicho agente de unién a vVWF tiene
una concentracion en el intervalo de 0,1 a 80 mg/ml, y/o en la que dicho tampdn tiene una concentracion en el
intervalo de 5-200 mM.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a una formulacion tal como se reivindica, que comprende ademas
un excipiente, preferiblemente dicho excipiente tiene una concentracién en el intervalo de 10-500 mM, mas
preferiblemente, en la que dicho excipiente se selecciona de la lista que consiste en sacarosa, glicina, manitol,
trehalosa y NaCl, incluso mas preferiblemente, en la que dicha sacarosa tiene una concentracién en el intervalo del
1-15%, preferiblemente el 2-12%, preferiblemente el 4-10%, por ejemplo el 4, el 5, el 6, el 7, el 8 0 el 9% (p/v), lo
mas preferiblemente el 7%.

La presente invencion también se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que el tamp6n es un tampén
citrato, dicho tampon citrato tiene un pH de entre 6,0 y 7,0, preferiblemente 6,5.

Ademas, la presente invencién se refiere a una formulacion tal como se reivindica, que comprende ademas un
detergente no i6nico, tal como Tween-80, preferiblemente en una concentracién de entre el 0,001 y el 0,5% (v/v),
mas preferiblemente el 0,01-0,02% (v/v).

Ademas, la presente invencion se refiere a una formulacién tal como se reivindica, en la que dicho tampdn es un

tampon citrato a pH 6,5 +0,5, por ejemplo 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7 6 6,8, mas especificamente 6,5, y en la que
dicha formulacién comprende ademas sacarosa que tiene una concentracion en el intervalo del 1-15%,
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preferiblemente el 2-12%, preferiblemente el 4-10%, por ejemplo el 4, el 5, el 6, el 7, el 8 0 el 9% (p/v), lo mas
preferiblemente el 7%, y preferiblemente comprende ademas un detergente no idnico tal como Tween-80,
preferiblemente a una concentracion del 0,01% (v/v).

Ademas, la presente invencion se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicha formulacion tiene
una osmolalidad en el intervalo de 290 + 60 mOsm/kg, mas preferiblemente en el intervalo de 290 + 20 mOsm/kg.

La presente invencion se refiere ademas a una formulacién tal como se define en las reivindicaciones que
comprende:

(a) un agente de unién a VWF a una concentracion de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente
80 mg/ml;

(b) un excipiente elegido de sacarosa, glicina, manitol, trehalosa o NaCl a una concentracion de aproximadamente el
1% a aproximadamente el 15% (p/v);

(c) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001% al 0,5% (v/v); y

(d) un tampédn citrato a una concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM de manera que
el pH de la formulacién es de aproximadamente 6,0 a 7,0, en la que el agente de union a vVWF en la formulacién
retiene al menos aproximadamente el 80% de su estabilidad tras el almacenamiento durante al menos 12 meses a
5°C o incluso 24 meses a 5°C.

La invencion también se refiere a una formulacion tal como se reivindica que tiene menos del 5% de especies de alto
peso molecular (HMW) tras el almacenamiento durante al menos 12 meses a 5°C o incluso 24 meses a 5°C; y/o
menos del 5% de especies de bajo peso molecular (LMW) tras el almacenamiento durante al menos 12 meses a 5°C
o0 incluso 24 meses a 5°C.

La invencion se refiere ademas a una formulacién tal como se reivindica en la que al menos el 80%, preferiblemente
al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95% o incluso al menos el 99% del agente de union a vVWF
retiene su actividad de union tras el almacenamiento en comparacion con la actividad de unién antes del
almacenamiento, dicha actividad de unién tal como se mide mediante ELISA y/o Biacore.

Ademas, la invencion se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicha formulacién estd en una
forma liquida, liofilizada, secada por pulverizacion, liofilizada reconstituida o congelada, mas especificamente la
invencion concierne a una formulacion liquida o liofilizada reconstituida tal como se reivindica que comprende:

(a) un agente de unién a VWF a una concentraciéon de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente
80 mg/mil;

(b) sacarosa a una concentracion de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 15% (p/v);
(c) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001%-0,5% (v/v); y

(d) un tampo6n citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de manera que
el pH de la formulacion es de aproximadamente 6,0 a 7,0.

La formulacion liofilizada puede reconstituirse entonces segln sea necesario mezclando la forma liofilizada con un
diluyente adecuado (por ejemplo agua) para volver a solubilizar los componentes de la formulacién original hasta
una concentraciéon deseada.

La presente invencién también se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicha formulacién es
una formulacién de almacenamiento a granel tal como se reivindica que comprende:

(a) un agente de unién a VWF a una concentraciéon de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente
80 mg/mil;

(b) sacarosa a una concentracion de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 15%;

(c) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001%-0,5% (p/v); y

(d) un tampon citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de manera que
el pH de la formulaciéon es de aproximadamente 6,0 a 7,0, en la que al menos 100 litros de la formulacién se

almacenan en condiciones por debajo de la congelacién.

Ademas, la presente invencién se refiere a una formulacion tal como se reivindica, en la que dicha formulacion es
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adecuada para administracion parenteral a un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano (por ejemplo un paciente que
tiene un trastorno relacionado con vWF). La formulacion puede administrarse al sujeto mediante inyeccién (por
ejemplo, intravenosa, subcuténea, intramuscular o intraperitoneal).

Ademas, la presente invencién proporciona una formulacién tal como se reivindica, para su uso en un método de
tratamiento de un sujeto humano o animal, preferiblemente para su uso en el tratamiento de trastornos relacionados
con vVWF, tales como por ejemplo sindrome coronario agudo (SCA), accidente isquémico cerebral transitorio, angina
de pecho estable o inestable, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio o purpura trombocitopénica trombdtica
(PTT), lo méas preferiblemente para su uso en el tratamiento de PTT o SCA. Ademas, la presente invencion
concierne a un método o procedimiento de preparacién de la formulacion tal como se reivindica. El método o
procedimiento incluye expresar el agente de unién a vVWF en un cultivo celular; purificar el agente de unién a vVWF
haciendo pasar el agente de uniéon a vWF a través de al menos una de una etapa de purificacion cromatografica y
una etapa de ultrafiltracion/diafiltracion; ajustar la concentracién del agente de union a vVWF a de aproximadamente
0,1 a 80 mg/ml en una formulacion que contiene un lioprotector, un tensioactivo y un tampén tal como se reivindica,
es decir, sacarosa a una concentracion de 7%; Tween-80 a una concentracién de aproximadamente el 0,001% a
aproximadamente el 0,5% (p/v); y un tampén citrato a una concentracidon de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 200 mM, de manera que el pH de la formulacion es de aproximadamente 6,0 a 7,0; y
opcionalmente que comprende una etapa de confeccionar la formulacion en una forma unitaria de dosificacion.

La invencion también presenta un método o procedimiento para preparar una formulacién reconstituida que contiene
un agente de union a vVWF, por ejemplo, ALX-0081 tal como se reivindica. El método incluye: liofilizar una mezcla de
un agente de uniéon a vVWF, un lioprotector, un tensioactivo y un tampén, formando de ese modo una mezcla
liofilizada; y reconstituir la mezcla liofilizada en un diluyente, preparando de ese modo una formulacién que
comprende (a) un agente de unién a vVWF, por ejemplo, ALX-0081 a una concentracion de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 80 mg/ml; (b) sacarosa a una concentracién de 7% (p/v); (c) Tween-80 a una concentracion de
aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 0,5% (v/v); y (d) un tampdn citrato a una concentraciéon de
aproximadamente 5 a aproximadamente 200 mM, de manera que el pH de la formulacion es de aproximadamente
6,0 a 7,0; y opcionalmente que comprende una etapa de confeccionar la formulacién en una forma unitaria de
dosificacién.

La presente invencién se refiere ademas a un método para estabilizar un agente de union a vVWF tal como se
reivindica, preferiblemente un polipéptido que comprende al menos una de SEQ ID NO: 1-19 para el
almacenamiento, que comprende preparar una formulacion tal como se reivindica.

Ademas, la invencion se refiere a un método para almacenar un agente de unién a vWF tal como se reivindica,
preferiblemente un polipéptido que comprende al menos una de SEQ ID NO: 1-19, que comprende preparar una
formulacion tal como se reivindica.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas o de diagnéstico que comprenden cualquiera de las
formulaciones reivindicadas u obtenibles mediante los métodos reivindicados.

Ademas, la divulgacion presenta un método de analisis de un producto o procedimiento, por ejemplo, un
procedimiento de fabricacion. El método incluye proporcionar una formulacién de un agente de unién a vWF, por
ejemplo, ALX-0081 tal como se describe en el presente documento, y evaluar un parametro de la formulacion, tal
como color, claridad, viscosidad o una cantidad de una o mas especies de HMW, LMW, tal como se describe en el
presente documento. La evaluacion puede incluir una evaluacién de uno o mas parametros, tal como determinar si el
parametro cumple un criterio preseleccionado, por ejemplo, determinar si el criterio preseleccionado esta presente, o
esta presente en un intervalo preseleccionado, analizando de ese modo el procedimiento. Por ejemplo, la evaluacion
del procedimiento incluye una medida de la estabilidad de la formulaciéon de agente de unién a vWF. La estabilidad
de la formulacion de ALX-0081 puede medirse, por ejemplo, mediante la formacion de agregados, que se somete a
ensayo, por ejemplo, mediante cromatografia de liquidos de alta presién de exclusion molecular (SE-HPLC),
mediante el color, la claridad o la viscosidad tal como se describe en el presente documento.

Ademas, el método puede comprender ademas comparar dos o mas formulaciones de muestras en un método de
monitorizacién o control de la variacion lote a lote, comparar una preparacién con un patrén de referencia, clasificar,
seleccionar, aceptar o desechar, liberar o retener, procesar para dar un producto farmacoldgico, enviar, desplazar a
una ubicacién diferente, formular, etiquetar o envasar la formulacion, basandose en la comparacion. Ademas, el
método puede comprender ademas proporcionar un registro que incluye datos referentes al parametro evaluado de
la formulacion y opcionalmente incluye un identificador para un lote de la formulacién; someter dicho registro a un
tomador de decisiones; opcionalmente, recibir una comunicacion de dicho tomador de decisiones; opcionalmente,
decidir si se lanza o comercializa el lote de la formulacién basandose en la comunicacion del tomador de decisiones.

También se proporcionan kits o articulos de fabricacién que comprenden un recipiente que contiene la formulacién
de la invencion e instrucciones para su uso, por ejemplo, por un profesional sanitario. Los kits o articulos de
fabricacién pueden incluir un vial o una jeringa que contiene la formulacién de la invencién tal como se reivindica.
Preferiblemente, el vial o la jeringa se compone de vidrio, plastico o un material polimérico elegido de un polimero o
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copolimero de olefina ciclica. Ademas, la formulacién también puede estar presente en un dispositivo inyectable (por
ejemplo, una jeringa inyectable, por ejemplo una jeringa inyectable precargada).

La invencion proporciona ademas formas de dosificacion unitarias farmacéuticas que comprenden las formulaciones
estables de la invencion que son adecuadas para administracion parenteral (por ejemplo, por via intradérmica, por
via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa y por via subcutanea) de la formulacion de la invencion
a un paciente humano.

Ademas, las formulaciones de la invencién pueden usarse para el almacenamiento de un agente de unién a vWF,
preferiblemente un polipéptido que comprende al menos una de SEQ ID NO: 1-19, tal como ALX-0081 tal como se
describe en el presente documento, en la que dicho almacenamiento es de 1-36 meses, tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12,
18, 24, 30 6 36 meses, preferiblemente al menos 12 meses, por ejemplo a una temperatura de entre -70°C y +40°C,
tal como -70°C, -20°C, +5°C, +25°C o +40°C, preferiblemente una temperatura de entre -70°C y +25°C.

La presente divulgacion también se refiere a un método de tratamiento o prevencién de un trastorno relacionado con
vWEF, tal como por ejemplo sindrome coronario agudo (SCA), accidente isquémico cerebral transitorio, angina de
pecho estable o inestable, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio o purpura trombocitopénica trombdtica
(PTT); comprendiendo dicho método administrar a un sujeto una composicion farmacéutica que comprende la
formulacién, reduciendo de ese modo uno o mas sintomas asociados con dicho trastorno relacionado con VWF. En
particular, dicho trastorno relacionado con vVWF es PTT.

4. Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Diagrama de flujo que representa las diferentes etapas del programa de liofilizacion de 65 h convencional
realizado para ALX-0081.

Figura 2A. Parte relevante de los cromatogramas de RP-HPLC de ALX-0081 después de 1 y 2 meses de
almacenamiento a -70°C, +5°C y +25°C; mAU: unidad de miliabsorbancia.

Figura 2B. Acercamiento de la parte relevante de los cromatogramas de RP-HPLC de ALX-0081 después de 0,4y 8
semanas de incubacion a 37°C. Se observa divisién del pico principal de RP-HPLC como resultado de una
incubacién prolongada a 37°C (0, 4, 8 w); mAU: unidad de miliabsorbancia.

Figura 3A. Superposicion de perfiles de SE-HPLC del tamp6n citrato en blanco (bcb) y ALX-0081 en citrato 20 mM,
pH 7,0 a 55,9 mg/ml antes (a) y después de 10 ciclos de congelacién-descongelacion (FT) a -20°C (c) y -70°C (b)
(A = 280 nm). Se observé un pico de citrato secundario para muestras prediluidas en tamp6n de ejecucién; mAU:
unidad de miliabsorbancia.

Figura 3B. Superposicion de perfiles de SE-HPLC del tampon citrato en blanco (bcb) y ALX-0081 en citrato 20 mM,
pH 7,0, a 55,9 mg/ml después de un almacenamiento de + 1 semana a +4°C (A = 280 nm). ALX-0081 se resolvi6 en
un pico principal (97%) correspondiente a ALX-0081 intacto, sin modificar y pequefios picos previos que representan
solo el 3% del area de superficie total. Se observé un pico de citrato minoritario para ALX-0081 prediluido en tampdn
de ejecucién; mAU: unidad de miliabsorbancia.

Figura 4A. Intensidad de dispersién de muestras de ALX-0081 agitadas en citrato 50 mM, pH 6,0, citrato 50 mM, pH
6,0 + Tween-80 al 0,01% (v/v) y citrato 50 mM, pH 6,0 + Tween-80 al 0,02% (v/v) a +25°C. ‘+’ representan muestras
en citrato 50 mM, pH 6,0 (y = 0,0044x + 3,5962, R?= 0,9549); ‘0’ representan muestras en citrato 50 mM, pH 6,0 +
Tween-80 al 0,02% (v/v) (y = 0,0002x + 1,0447, R?= 0,4673); ‘X’ representa muestras en citrato 50 mM, pH 6,0 +
Tween-80 al 0,01% (v/v) (y = 0,0004x + 0,5125, R?= 0,6804); (eje x = tiempo en segundos; eje y = intensidad de
dispersion).

Figura 4B. Intensidad de dispersién de muestras de ALX-0081 agitadas en citrato 50 mM, pH 6,5, citrato 50 mM, pH
6,5 + Tween-80 al 0,01% (v/v) y citrato 50 mM, pH 6,5 + Tween-80 al 0,02% (v/v) a +25°C. ‘+’ representan muestras
en citrato 50 mM pH 6,5 (y = 0,0041x + 4,7667, R?= 0,9431); ‘0’ representan muestras en citrato 50 mM pH 6,5 +
Tween-80 al 0,02% (v/v) (y = 0,0004x - 0,0208, R?= 0,9391); ‘X’ representan muestras en citrato 50 mM pH 6,5 +
Tween-80 al 0,01% (v/v) (y = 0,0001x - 1,8853, R2= 0,0376); (eje x = tiempo en segundos; eje y = intensidad de
dispersion).

Figura 5. Superposicion de perfiles de clEF de ALX-0081 a 5 mg/ml en D-PBS + glicina 200 mM + Tween-80 al
0,01% después de 1 mes de almacenamiento a +40°C (a) y -70°C (b); (A = 280 nm). AU: unidad de absorbancia;
pxlpos: posicién de pixel.

Figura 6. Fotografia de las formulaciones de ALX-0081 liofilizadas (forma 3 = citrato/sacarosa, pH 6,0; forma 7 =
citrato/sacarosa, pH 6,5; forma 17 = D-PBS/glicina) antes (panel A) y después de la reconstitucion con agua Milli-Q
(panel B).
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Figura 7. Fotografia de formulaciones liofilizadas de ALX-0081 basadas en citrato/sacarosa.

Figura 8. Fotografias de formulaciones liquidas de ALX-0081 a 28 mg/ml que contienen citrato 15, 20, 25, 30, 40 y
50 mM, pH 6,5 después de 4 dias de almacenamiento a +25°C (panel A) o + 5°C (panel B). Se incluye tampdn
citrato en blanco (50 mM) como referencia.

Figura 9. Fotografias de formulaciones de ALX-0081 liquidas a 20 mg/ml que contienen citrato 15 mM, pH 6,5 y
diferentes cantidades de sacarosa y Tween-80 después de 4 dias de almacenamiento a +25°C (panel A) o +5°C
(panel B). Se incluye tampdn citrato en blanco (50 mM) como referencia.

Figura 10. Prediccién del porcentaje de piroglutamato en el producto farmacolégico liofilizado de ALX-0081 en
funciéon del tiempo cuando se almacena a +5°C.

Figura 11. Prediccién del porcentaje de piroglutamato en el producto farmacolégico liofilizado de ALX-0081 en
funciéon del tiempo cuando se almacena a +25°C.

5. Descripcion detallada de la invencion

A menos que se indique otra cosa, todos los métodos, etapas, técnicas y manipulaciones que no se describen
especificamente en detalle pueden realizarse y se han realizado de una manera conocida per se, tal como quedara
claro para el experto en la técnica. Se hace referencia por ejemplo de nuevo a los manuales convencionales y la
técnica anterior general mencionada en el presente documento y a las referencias adicionales mencionadas en la
misma; asi como a por ejemplo las siguientes revisiones: Presta, Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58 (5-6): 640-56; Levin
y Weiss, Mol. Biosyst. 2006, 2(1): 49-57; Irving et al., J. Immunol. Methods, 2001, 248(1-2), 31-45; Schmitz et al.,
Placenta, 2000, 21 supl. A, S106-12, Gonzales et al., Tumour Biol., 2005, 26(1), 31-43, que describen técnicas para
la ingenieria de proteinas, tales como maduracion por afinidad y otras técnicas para mejorar la especificidad y otras
propiedades deseadas de proteinas tales como inmunoglobulinas.

Se ha encontrado ahora sorprendentemente que agentes de unién a vVWF, y en particular ALX-0081 (SEQ ID NO: 1),
pueden administrarse en regimenes de dosificacion particulares en seres humanos. Se ha encontrado que los
agentes de unién a VWF, y en particular ALX-0081, producen un efecto farmacodinamico, con un comienzo rapido
de la accion inmediatamente al final de la dosificacion y mantiene su eficacia durante hasta aproximadamente 12-24
h. Adicionalmente, se ha encontrado que los agentes de unién a VWF, y en particular ALX-0081 (SEQ ID NO: 1), se
toleran bien y son seguros en voluntarios masculinos sanos. Estos resultados indican que los agentes de union a
VWF y en particular ALX-0081 (SEQ ID NO: 1) son adecuados para el tratamiento agudo en pacientes con angina de
pecho estable que se someten a intervencion coronaria percutanea programada (a continuacién en el presente
documento también “PCI”) y tratamiento en pacientes con purpura trombocitopénica trombética (a continuacién en el
presente documento también “PTT”).

No obstante, las formulaciones actuales de los agentes de uniéon a vVWF y en particular ALX-0081 (SEQ ID NO: 1)
administradas a receptores humanos son propensas a mejora.

La invencion de reformulacién para los agentes de union a vWF, y en particular ALX-0081, descrita en el presente
documento produjo una nueva formulacion basada en citrato/sacarosa con solubilidad aumentada (hasta 80 mg/ml)
y estabilidad en almacenamiento liquido significativamente mejorada (por ejemplo se produce menos oxidacién
cuando se almacena la nueva formulacion con respecto a la formulacién original en su estado liquido). Ademas, en
la forma liofilizada, esencialmente no pudo detectarse oxidacion o isomerizacion de asp tras 12 meses de
almacenamiento a +40°C o incluso 24 meses de almacenamiento a +40°C. Se observo todavia una formacion
residual de pequefas cantidades de piroglutamato. La optimizacién adicional de la concentracion de citrato y
sacarosa dio como resultado una reduccion del contenido en humedad del producto liofilizado, minimizando de ese
modo la tasa de formacion de piroglutamato residual.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona formulaciones liofilizadas y liquidas estables de agentes de
unién anti-vWF (por ejemplo ALX-0081). También se divulgan usos de las mismas para tratar o prevenir trastornos
relacionados con VWF.

5.1 Polipéptido(s) usado(s) en la invencion

Los agentes de union a vVWF usados en la presente invencién son proteinas o polipéptidos que se unen a factor de
von Willebrand humano (VWF, SEQ ID NO: 20). Los agentes de uniéon a vWF son proteinas o polipéptidos que
comprenden o consisten en al menos unas secuencias de inmunoglobulina, tales como un dominio variable
individual de inmunoglobulina (ISVD) tal como se define en las reivindicaciones. Preferiblemente, los agentes de
unién a VWF usados en la presente invencion son proteinas o polipéptidos que comprenden o consisten en SEQ ID
NO: 1-19, y lo mas preferiblemente SEQ ID NO: 1. Los agentes de unién a vVWF pueden usarse como terapia
adyuvante para pacientes con SCA que se someten a PCl o como tratamiento de purpura trombocitopénica
trombédtica (PTT). Los términos “proteina”, “polipéptido” y “secuencia de aminoacidos” se usan de manera

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2895150 T3

intercambiable en el presente documento. Por tanto, una secuencia de aminodcidos usada en la invencién es un
agente de union a vWF.

Por tanto, por ejemplo, los agentes de uniéon a VWF adecuados para su uso en la invencién pueden incluir los
compuestos en la tabla A-1, por ejemplo SEQ ID NO: 1-19, o un compuesto que tiene el 80% o mas, mas
preferiblemente el 85% o mas, lo mas preferido el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o mas, de identidad
de secuencia de aminoacidos con un compuesto de la tabla A-1 (véase la seccién de definiciones para “identidad de
secuencia’).

Preferiblemente, los agentes de uniéon a vVWF para su uso en la invencion son compuestos de tipo 12A02H1. Para
los propositos de la presente descripcion, un compuesto de tipo 12A02H1 es un compuesto que comprende
12A02H1 (es decir, SEQ ID NO: 19) o un compuesto que tiene el 80% o mas, mas preferiblemente el 85% o mas, lo
mas preferiblemente el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o mas, de identidad de secuencia de
aminodcidos (tal como se define adicionalmente en el presente documento) con 12A02H1 (SEQ ID NO: 19). Un
agente de union a vVWF particularmente preferido es ALX-0081 (SEQ ID NO: 1).

Todos los agentes de union a vVWF mencionados anteriormente se conocen bien de la bibliografia. Esto incluye su
fabricacién (véanse en particular por ejemplo el documento W0O2006/122825 pero también W02004/062551). Por
ejemplo, ALX-0081 se prepara tal como se describe por ejemplo en el documento W02006/122825 o
WO02009/115614.

A menos que se indique otra cosa, el término “secuencia de inmunoglobulina”, ya se use en el presente documento
para referirse a un anticuerpo de cadena pesada o a un anticuerpo de 4 cadenas convencional, se usa como término
general que incluye tanto el anticuerpo de tamafo completo, las cadenas individuales del mismo, asi como todas las
partes, dominios o fragmentos del mismo (incluyendo pero sin limitarse a dominios de unién a antigeno o fragmentos
tales como dominios Vux 0 dominios Vi/VL, respectivamente). Los términos molécula de unién a antigeno o proteina
de unién a antigeno se usan de manera intercambiable con secuencia de inmunoglobulina, e incluyen dominios
variables individuales de inmunoglobulina, tales como Nanobodies®.

Realizaciones de la invencion se refieren a secuencias de inmunoglobulina que son dominios variables individuales
de inmunoglobulina, tales como secuencias de dominio variable de cadena ligera (por ejemplo una secuencia de VL),
0 secuencias de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo una secuencia de Vu); mas especificamente,
secuencias de dominio variable de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional
0 secuencias de dominio variable de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo de cadena pesada (por
ejemplo una secuencia de Vhr).

El término “dominio variable individual de inmunoglobulina” define moléculas en las que el sitio de unién a antigeno
esta presente en, y formado por, un dominio de inmunoglobulina individual o fragmentos adecuados del mismo. Esto
establece dominios variables individuales de inmunoglobulina aparte de inmunoglobulinas “convencionales” o sus
fragmentos, en los que dos dominios de inmunoglobulina, en particular dos dominios variables interaccionan para
formar un sitio de unién a antigeno. Normalmente, en inmunoglobulinas convencionales, un dominio variable de
cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL) interaccionan para formar un sitio de unién a
antigeno. En este caso, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de tanto Vi como VL contribuiran
al sitio de unién a antigeno, es decir un total de 6 CDR estaran implicadas en la formacion del sitio de union a
antigeno.

En cambio, el sitio de unién a antigeno de un dominio variable individual de inmunoglobulina se forma mediante un
Unico dominio de Vu o VL. Por tanto, el sitio de unidon a antigeno de un dominio variable individual de
inmunoglobulina se forma mediante no méas de tres CDR, por ejemplo una, dos o tres CDR.

El término “dominio variable individual de inmunoglobulina” por tanto no comprende inmunoglobulinas
convencionales o sus fragmentos que requieren interaccién de al menos dos dominios variables para la formacién
de un sitio de unién a antigeno. Este es también el caso de realizaciones de la invencién que “comprenden” o
“contienen” un dominio variable individual de inmunoglobulina. En el contexto de la presente invencion, tales
realizaciones excluyen inmunoglobulinas convencionales o sus fragmentos. Por tanto, una composicién que
“‘comprende” o “contiene” un dominio variable individual de inmunoglobulina puede referirse a por ejemplo
constructos que comprenden mas de un dominio variable individual de inmunoglobulina.

Alternativamente, puede haber constituyentes adicionales distintos de los dominios variables individuales de
inmunoglobulina, por ejemplo agentes auxiliares de diferentes clases, etiquetas proteicas, colorantes, tintes, etc. Sin
embargo, estos términos si comprenden fragmentos de inmunoglobulinas convencionales en los que el sitio de unién
a antigeno se forma mediante un Gnico dominio variable.

Segun la invencion, el polipéptido usado en la invenciéon, mas especificamente las secuencias de inmunoglobulina,

pueden consistir en, o comprender uno o mas de los siguientes: anticuerpos de dominio, 0 secuencias de
aminoacidos que son adecuadas para su uso como anticuerpos de dominio, anticuerpos de un solo dominio, o
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secuencias de aminoacidos que son adecuadas para su uso como anticuerpos de un solo dominio, “dAb”, o
secuencias de aminoacidos que son adecuadas para su uso como dAb, o Nanobodies®, incluyendo pero sin
limitarse a secuencias de Vux, tales como secuencias de Vui humanizadas o secuencias de Vi camelizadas, y
preferiblemente son Nanobodies®.

La presente invencion abarca fragmentos de dominios variables individuales de inmunoglobulina. “Fragmentos
adecuados” de dominios variables individuales de inmunoglobulina se refieren a polipéptidos que contienen menos
aminoacidos que un dominio variable individual de inmunoglobulina nativo, pero que todavia muestra actividad de
unién a antigeno (que entonces contendra habitualmente al menos algunos de los residuos de aminodcido que
forman al menos una de las CDR, tal como se describe adicionalmente en el presente documento). Tales dominios
variables individuales de inmunoglobulina y fragmentos comprenden lo mas preferiblemente un plegamiento de
inmunoglobulina o son capaces de formar, en condiciones adecuadas, un plegamiento de inmunoglobulina. Mas
especificamente, dominios variables individuales de inmunoglobulina y sus fragmentos son tales que son capaces
de unirse al antigeno diana. Como tal, el dominio variable individual de inmunoglobulina puede comprender por
ejemplo una secuencia de dominio variable de cadena ligera (por ejemplo una secuencia de VL) o un fragmento
adecuado de la misma; o una secuencia de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo una secuencia de V4 0
secuencia de VuH) 0 un fragmento adecuado de la misma; siempre que sea capaz de formar una Unica unidad de
unién a antigeno (es decir, una unidad de unién a antigeno funcional que consiste esencialmente en el dominio
variable individual de inmunoglobulina, de manera que el Unico dominio de unién a antigeno no necesita
interaccionar con otro dominio variable para formar una unidad de unién a antigeno funcional, tal como es por
ejemplo el caso de dominios variables que estan presentes en, por ejemplo, anticuerpos y fragmentos scFv
convencionales que necesitan interaccionar con otro dominio variable, por ejemplo a través de una interaccion Vu/VL
para formar un dominio de unién a antigeno funcional).

Las secuencias de inmunoglobulina usadas en la invencion estan preferiblemente en forma esencialmente aislada.
Las secuencias de inmunoglobulina usadas en la invencion forman parte de una proteina o polipéptido usado en la
invencion (tal como se define en las reivindicaciones), que comprende o consiste esencialmente en una o mas
secuencias de aminoacidos usadas en la invencién y que pueden comprender ademas opcionalmente una o mas
secuencias de aminoacidos adicionales (todas opcionalmente unidas por medio de uno o mas ligadores adecuados).
Por ejemplo, y sin limitacién, la una o mas secuencias de aminoacidos usadas en la invencién pueden usarse como
una unidad de unién en una proteina o polipéptido de este tipo, que puede contener opcionalmente una o mas
secuencias de aminoacidos adicionales que pueden servir como unidad de unién, para proporcionar un polipéptido
monovalente, multivalente o multiespecifico usado en la invencion, respectivamente, todo tal como se describe en el
presente documento. Una proteina o polipéptido de este tipo también puede estar en forma esencialmente aislada.

La invencion se refiere a secuencias de inmunoglobulina de diferente origen, que comprende secuencias de
inmunoglobulina de ratén, rata, conejo, asno, humano y camélido. La invencion también incluye secuencias de
inmunoglobulina completamente humanas, humanizadas o quiméricas. Por ejemplo, la invencién comprende
secuencias de inmunoglobulina de camélido y secuencias de inmunoglobulina de camélido humanizadas, o
anticuerpos de dominio camelizados, por ejemplo dAb camelizado tal como describen Ward et al (véase por ejemplo
el documento WO 94/04678 y Davies y Riechmann (1994 y 1996)). Ademas, la invencion comprende secuencias de
inmunoglobulina fusionadas, por ejemplo formando un constructo multivalente y/o multiespecifico (para polipéptidos
multivalentes y multiespecificos que contienen uno o mas dominios Vuu y su preparaciéon, se hace referencia
también a Conrath et al., J. Biol. Chem., vol. 276, 7346-7350, 2001, asi como a por ejemplo los documentos
WQ096/34103 y W099/23221), y secuencias de inmunoglobulina que comprenden etiquetas u otros restos
funcionales, por ejemplo toxinas, marcadores, productos radioquimicos, etc., que pueden derivarse de las
secuencias de inmunoglobulina usadas en la presente invencién. También se han descrito dominios variables
individuales de inmunoglobulina en tiburones (también denominados “IgNAR?”, tal como se describe por ejemplo en
el documento WO03/014161 o Streltsov, 2005).

En una realizacién particular, los dominios variables individuales de inmunoglobulina usados en la invencién son
Nanobodies®, en particular dominios Vun de camélido, dominios Vux humanizados o dominios Vi camelizados. El
experto en la técnica esté bien familiarizado con la humanizacién de dominios Vux y/o camelizacion de dominios V.

La secuencia de aminoacidos y la estructura de una secuencia de inmunoglobulina, en particular un Nanobody®,
puede considerarse, sin embargo, sin limitarse a lo mismo, que esta compuesta por cuatro regiones de entramado o
“FR”, que se denominan en la técnica y en el presente documento “regién de entramado 1” o “FR1”; “region de
entramado 2” o “FR2”; “region de entramado 3” o “FR3”; y “regién de entramado 4” o “FR4”, respectivamente;
regiones de entramado que estan interrumpidas por tres regiones determinantes de complementariedad o “CDR”,
que se denominan en la técnica “regién determinante de complementariedad 1” o “CDR1”; “regién determinante de
complementariedad 2” o “CDR2”; y “region determinante de complementariedad 3” o “CDR3”, respectivamente.

El nimero total de residuos de aminoacido en un Nanobody® puede estar en la region de 110-120, es
preferiblemente de 112-115 y es lo mas preferiblemente de 113. Sin embargo, debe indicarse que partes,
fragmentos, andlogos o derivados (tal como se describe adicionalmente en el presente documento) de un
Nanobody® no estan particularmente limitados en cuanto a su longitud y/o tamano, siempre que tales partes,
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fragmentos, analogos o derivados cumplan los requisitos adicionales explicados resumidamente en el presente
documento y también sean preferiblemente adecuados para los propédsitos descritos en el presente documento.

Por tanto, generalmente, los dominios variables individuales de inmunoglobulina seran secuencias de aminoacidos
que consisten en, o esencialmente consisten en 4 regiones de entramado (FR1 a FR4 respectivamente) y 3 regiones
determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS3 respectivamente). “Consiste esencialmente” en este contexto
significa que pueden estar presentes elementos adicionales tales como por ejemplo etiquetas usadas para la
purificacién o el marcaje, pero tales elementos adicionales son pequefios en comparacién con el dominio variable
individual de inmunoglobulina per se, y no interfieren con la actividad de unién a antigeno del dominio variable
individual de inmunoglobulina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencias de inmunoglobulina” o “dominios variables
individuales de inmunoglobulina” se refiere a tanto las secuencias de acido nucleico que codifican para el
polipéptido, como al polipéptido per se. Cualquier significado mas limitante resultard evidente a partir del contexto
especifico.

En particular, la secuencia de aminodcidos usada en la invencion puede ser un Nanobody® o un fragmento
adecuado del mismo. Para una descripcion adicional de Vux y Nanobodies, se hace referencia al articulo de revisién
de Muyldermans en Reviews in Molecular Biotechnology 74(2001), 277-302; asi como a las siguientes solicitudes de
patente, que se mencionan como técnica anterior general: W094/04678, W095/04079 y W096/34103 de la Vrije
Universiteit Brussel; WO094/25591, W099/37681, WO00/40968, WO00/43507, WO00/65057, WO01/40310,
WOO01/44301, EP1134231 y WO02/48193 de Unilever; W0O97/49805, WO01/21817, WO03/035694, WO03/054016 y
WOO03/055527 del Vlaams Instituut voor Biotechnologie (VIB); WO03/050531 de Algonomics N.V. y Ablynx N.V.; WO
01/90190 del National Research Council of Canada; WO03/025020 (= EP1433793) del Institute of Antibodies; asi
como WQO04/041867, WO04/041862, WO04/041865, WO04/041863, WO04/062551, WO05/044858, WO06/40153,
WO06/079372, WO06/122786, WO06/122787 y WO06/122825, de Ablynx N.V. y las solicitudes de patente
publicadas adicionales de Ablynx N.V. Se hace referencia también a la técnica anterior adicional mencionada en
estas aplicaciones, y en particular a la lista de referencias mencionadas en las paginas 41-43 de la solicitud
internacional WO06/040153. Tal como se describe en estas referencias, los Nanobodies (en particular secuencias
de VuH y Nanobodies parcialmente humanizados) pueden caracterizarse en particular por la presencia de uno o mas
“residuos distintivos” en una o mas de las secuencias de entramado. Una descripcion adicional de los Nanobodies,
incluyendo la humanizacion y/o camelizacion de Nanobodies, asi como otras modificaciones, partes o fragmentos,
derivados o “fusiones de Nanobody”, constructos multivalentes (incluyendo algunos ejemplos no limitativos de
secuencias de ligador) y diferentes modificaciones para aumentar la semivida de los Nanobodies y sus
preparaciones pueden encontrarse por ejemplo en el documento WO07/104529.

Los dominios variables individuales de inmunoglobulina usados en la invencién estan preferiblemente en forma
aislada o forma esencialmente aislada. Las secuencias de inmunoglobulina usadas en la invencion pueden formar
parte también de una proteina o polipéptido usado en la invencién, que comprende o consiste esencialmente en uno
0 mas dominios variables individuales de inmunoglobulina y que pueden comprender ademas opcionalmente una o
mas secuencias de aminodcidos adicionales (todas opcionalmente unidas por medio de uno o mas ligadores
adecuados). Por ejemplo, y sin limitacion, el uno o0 mas dominios variables individuales de inmunoglobulina pueden
usarse como unidad de unién en una proteina o polipéptido de este tipo, que puede contener opcionalmente una o
mas secuencias de aminoacidos adicionales que pueden servir como unidad de unién, para proporcionar un
polipéptido monovalente, multivalente o multiespecifico usado en la invencion, respectivamente, todo tal como se
describe en el presente documento. Una proteina o polipéptido de este tipo también puede estar en forma aislada o
esencialmente aislada. Por tanto, seglin la invencién, dominios variables individuales de inmunoglobulina
comprenden constructos que comprenden dos o mas unidades de unién a antigeno en forma de dominios
individuales, tal como se explicé de manera resumida anteriormente. Por ejemplo, dos (0 méas) dominios variables
individuales de inmunoglobulina con la misma especificidad de antigeno o diferente pueden unirse para formar por
ejemplo un constructo bivalente, trivalente o multivalente. Combinando dominios variables individuales de
inmunoglobulina de dos 0 mas especificidades, pueden formarse constructos biespecificos, triespecificos, etc. Por
ejemplo, un polipéptido usado en la invencion puede comprender dos dominios variables individuales de
inmunoglobulina dirigidos contra la diana A, y un dominio variable individual de inmunoglobulina contra la diana B,
haciéndolo bivalente para A y monovalente para B. Tales constructos y modificaciones de los mismos, que el
experto en la técnica puede prever faciimente, se abarcan todos en la presente invencién. En realizaciones
particulares, la invencién se refiere a constructos biparatdpicos que comprenden al menos dos dominios variables
individuales de inmunoglobulina dirigidos a diferentes epitopos dentro del mismo antigeno diana.

Todas estas moléculas se denominan también “polipéptido usado en la invencién”, que es sindnimo con “secuencias
de inmunoglobulina” o “dominios variables individuales de inmunoglobulina” usados en la invencion.

Ademas, el término “secuencia” tal como se usa en el presente documento (por ejemplo en términos como
“secuencia de inmunoglobulina”, “secuencia de anticuerpo”, “secuencia de dominio variable”, “secuencia de Vuv” 0
“secuencia de proteina”), debe entenderse generalmente que incluye tanto las secuencias de aminoacidos

relevantes asi como secuencias de acidos nucleicos o secuencias de nucleétidos que codifican para las mismas, a
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menos que el contexto requiera una interpretacién mas limitada.

Segun una realizacién no limitativa de la invencién, las secuencias de inmunoglobulina, Nanobody® o polipéptido
usados en la invencién estan glicosiladas. Segun otra realizacién no limitativa de la invencion, las secuencias de
inmunoglobulina, Nanobody® o polipéptido usados en la invencion no estan glicosiladas.

5.2 “Unién” a un antigeno

La invencion se refiere a secuencias de inmunoglobulina que pueden unirse a y/o tienen afinidad por un antigeno,
que es el factor de von Willebrand. En el contexto de la presente invencion, “que se une a y/o que tiene afinidad por”
un determinado antigeno tiene el significado habitual en la técnica tal como se entiende por ejemplo en el contexto
de anticuerpos y sus respectivos antigenos.

En realizaciones particulares de la invencion, el término “se une a y/o que tiene afinidad por” significa que la
secuencia de inmunoglobulina interacciona especificamente con un antigeno, y se usa de manera intercambiable
con secuencias de inmunoglobulina “contra” dicho antigeno.

El término “especificidad” se refiere al numero de diferente tipos de antigenos o determinantes antigénicos a los que
puede unirse una secuencia de inmunoglobulina, molécula de unién a antigeno o proteina de unién a antigeno
particular (tal como un dominio variable individual de inmunoglobulina, un Nanobody® o un polipéptido usados en la
invencion). La especificidad de una proteina de unién a antigeno puede determinarse basandose en la afinidad y/o
avidez. La afinidad, representada por la constante de equilibrio para la disociacién de un antigeno con una proteina
de unién a antigeno (KD), es una medida de la fuerza de unién entre un determinante antigénico y un sitio de unién
a antigeno en la proteina de unién a antigeno: cuando menor es el valor de la KD, mas fuerte es la fuerza de unién
entre un determinante antigénico y la molécula de unién a antigeno (alternativamente, la afinidad también puede
expresarse como la constante de afinidad (KA), que es 1/KD). Tal como quedara claro para el experto en la técnica
(por ejemplo basandose en la divulgacion adicional en el presente documento), la afinidad puede determinarse de
una manera conocida per se, dependiendo del antigeno de interés especifico. La avidez es la medida de la fuerza de
unién entre una molécula de unién a antigeno (tal como un dominio variable individual de inmunoglobulina, un
Nanobody® o polipéptido usados en la invencién) y el antigeno pertinente. La avidez se refiere a tanto la afinidad
entre un determinante antigénico y su sitio de unién a antigeno en la molécula de unién a antigeno como al nimero
de sitios de unidn pertinentes presentes en la molécula de unién a antigeno.

Normalmente, las secuencias de inmunoglobulina usadas en la presente invencién (tales como las secuencias de
aminoacidos, dominios variables individuales de inmunoglobulina, Nanobodies® y/o polipéptidos usados en la
invencién) se unirdn a su antigeno con una constante de disociacién (KD) de 10° a 10-'2 moles/litro o menos, y
preferiblemente de 107 a 102 moles/litro o menos y mas preferiblemente de 10 a 102 moles/litro (es decir con
una constante de asociacién (KA) de 10° a 10" litros/moles o mas, y preferiblemente de 107 a 102 litros/moles o
mas y mas preferiblemente de 108 a 102 litros/moles), y/o se unen a su antigeno tal como se define en el presente
documento con una velocidad kon de entre 102 M's™! y aproximadamente 107 M-'s", preferiblemente entre 103 M-'s™
y 107 M's”!, mas preferiblemente entre 10* M's' y 107 M's™, tal como entre 10° M's' y 107 M's™!; y/o se unen a su
antigeno tal como se define en el presente documento con una velocidad kot de entre 1 s (11/2=0,69 s) y 106 s°*
(proporcionando un complejo casi irreversible con un t1/2 de multiples dias), preferiblemente entre 102 sy 106 s,
mas preferiblemente entre 103 s'y 10 s, tal como entre 10* sy 106 s,

Cualquier valor de KD mayor de 10 M (o cualquier valor de KA menor de 10* M') se considera generalmente que
indica unién inespecifica.

Preferiblemente, una secuencia de inmunoglobulina monovalente usada en la invencién se unira al antigeno
deseado con una afinidad menor de 500 nM, preferiblemente menor de 200 nM, mas preferiblemente menor de 10
nM, tal como menor de 500 pM.

La unién especifica de una proteina de unidon a antigeno a un antigeno o determinante antigénico puede
determinarse de cualquier manera adecuada conocida per se, incluyendo, por ejemplo, andlisis de Scatchard y/o
ensayos de unién competitiva, tales como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA) y ensayos
de competicién de tipo sandwich, y las diferentes variantes de los mismos conocidos per se en la técnica; asi como
las otras técnicas mencionadas en el presente documento.

La constante de disociacion (KD) puede ser la constante de disociacion real o aparente, tal como quedara claro para
el experto en la técnica. Los métodos para determinar la constante de disociacion estaran claros para el experto en
la técnica, y por ejemplo incluyen las técnicas mencionadas en el presente documento. En este sentido, también
estara claro que puede no ser posible medir constantes de disociacién de mas de 10* moles/litro o 103 moles/litro
(por ejemplo, de 102 moles/litro). Opcionalmente, tal como quedaré claro para el experto, la constante de disociacion
(real o aparente) puede calcularse basandose en la constante de asociacion (KA) (real o aparente), por medio de la
relacion [KD = 1/KA].
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La afinidad indica la fuerza o estabilidad de una interaccién molecular. La afinidad se proporciona cominmente
como mediante la KD, o constante de disociacién, que tiene unidades de mol/litro (o M). La afinidad también puede
expresarse como una constante de asociacion, KA, que es igual a 1/KD y tiene unidades de (mol/litro)™" (o M"). En la
presente memoria descriptiva, la estabilidad de la interaccion entre dos moléculas (tal como una secuencia de
aminoacidos, secuencia de inmunoglobulina, dominio variable individual de inmunoglobulina, Nanobody® o
polipéptido usados en la invencién y su diana prevista) se expresara principalmente en cuanto al valor de KD de su
interaccion; quedara claro para el experto en la técnica que en vista de la relacion KA =1/KD, la especificaciéon de la
fuerza de interaccion molecular mediante su valor de KD también puede usarse para calcular el valor de KA
correspondiente. El valor de KD caracteriza la fuerza de una interacciébn molecular también en un sentido
termodinamico ya que se refiere a la energia libre (DG) de unién mediante la relacién bien conocida DG=RT.In(KD)
(de manera equivalente DG=-RT.In(KA)), en donde R es igual a la constante de gases, T es igual a la temperatura
absoluta y In indica el logaritmo natural.

La KD para interacciones bioldgicas, tales como la unién de las secuencias de inmunoglobulina usadas en la
invencion a VWF tal como se define en el presente documento, que se considera significativa (por ejemplo
especifica) estd normalmente en el intervalo de 107 M (0,1 nM) a 10> M (10000 nM). Cuanto mas fuerte es una
interaccion, menor es su KD.

La KD también puede expresarse como la razén de la constante de velocidad de disociacién de un complejo,
indicada como koft, con respecto a la velocidad de su asociacion, indicada kon (de modo que KD =kof/kon y KA =
kon/koft). La velocidad de disociacion kot tiene unidades de s (en donde s es la notacion de unidad del S| de
segundo). La velocidad de asociacion kon tiene unidades de M-'s".

Con respecto a las secuencias de inmunoglobulina usadas en la invencion, la velocidad de asociacién puede variar
entre 102 M-'s”" y aproximadamente 107 M-'s", que se aproxima a la constante de velocidad de asociacién limitada
por la difusion para interacciones bimoleculares. La velocidad de disociacion se refiere a la semivida de una
interaccion molecular dada mediante la relacién t1/2=In(2)/kot. La velocidad de disociacion de secuencias de
inmunoglobulina usadas en la invencién puede variar entre 10¢ s' (complejo casi irreversible con un t1/2 de
mdltiples dias) y 1 s (11/2=0,69 s).

La afinidad de una interaccién molecular entre dos moléculas puede medirse por medio de diferentes técnicas
conocidas per se, tales como la técnica de biosensor de resonancia de plasmén superficial (SPR) bien conocida
(véase por ejemplo Ober et al., Intern. Immunology, 13, 1551-1559, 2001) en donde se inmoviliza una molécula
sobre el chip biosensor y la otra molécula se hace pasar sobre la molécula inmovilizada en condiciones de flujo
produciendo mediciones de kon, kot y por tanto valores de KD (o KA). Esto puede realizarse por ejemplo usando los
instrumentos Biacore bien conocidos.

También quedara claro para el experto que la KD medida puede corresponder a la KD aparente si el proceso de
medicién influye algo en la afinidad de unién intrinseca de las moléculas implicadas, por ejemplo mediante artefactos
relacionados con el recubrimiento sobre el biosensor de una molécula. Ademas, puede medirse una KD aparente si
una molécula contiene mas de un sitio de reconocimiento para la otra molécula. En tal situacion, la afinidad medida
puede verse afectada por la avidez de la interaccion mediante las dos moléculas.

Otro enfoque que puede usarse para evaluar la afinidad es el procedimiento de ELISA (ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas) de 2 etapas de Friguet et al. (J. Immunol. Methods, 77, 305-19, 1985). Este método establece una
medicién en equilibrio de unién en fase de disolucidn y evita posibles artefactos referentes a la adsorcién de una de
las moléculas sobre un soporte tal como plastico.

Sin embargo, la medicion precisa de KD puede ser bastante laboriosa y, como consecuencia, a menudo se
determinan valores de KD aparente para evaluar la fuerza de union de dos moléculas. Debe indicarse que siempre
que todas las mediciones se realicen de un modo sistematico (por ejemplo manteniendo las condiciones de ensayo
sin cambios), pueden usarse las mediciones de KD aparente como una aproximacién de la KD verdadera y por tanto
en el presente documento KD y KD aparente deben tratarse con igual importancia o relevancia.

Finalmente, debe indicarse que en muchas situaciones el cientifico experimentado puede considerar conveniente
determinar la afinidad de union en relaciéon con alguna molécula de referencia. Por ejemplo, para evaluar la fuerza
de unién entre las moléculas A y B, puede usarse por ejemplo una molécula de referencia C que se sabe que se une
a B y que esta adecuadamente marcada con un grupo fluoréforo o croméforo u otro resto quimico, tal como biotina
para una deteccion facil en un ELISA o FACS (clasificacion celular activada por fluorescencia) u otro formato (el
fluoréforo para la deteccién de fluorescencia, el cromdforo para la deteccion de absorcion de luz, la biotina para la
deteccion de ELISA mediada por estreptavidina). Normalmente, la molécula de referencia C se mantiene a una
concentracion fija y la concentracion de A se varia para una concentracion o cantidad dada de B. Como resultado,
se obtiene un valor de CI50 correspondiente a la concentracion de A al que la sefial medida para C en ausencia de
A es la mitad. Siempre que se conozca KD ref, la KD de la molécula de referencia, asi como la concentracién total
cref de la molécula de referencia, puede obtenerse la KD aparente para la interaccion A-B a partir de la siguiente
formula: KD = CI50/(1+cref/ KD ref). Obsérvese que si cref << KD ref, KD = CI50. Siempre que la medicién de la
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CI50 se realice de un modo sistematico (por ejemplo manteniendo cref fija) para los agentes de unién que se
comparan, la fuerza o estabilidad de una interaccién molecular puede evaluarse mediante la CI50 y esta medicion se
considera equivalente a KD o a KD aparente a lo largo de todo este texto.

5.3 Antigeno diana

Los dominios variables individuales de inmunoglobulina usados en la presente invencion se unen a y/o tienen
afinidad por vWF. En el contexto de la presente invencion, “VWF” significa vVWF humano, es decir SEQ ID NO: 20 o
entrada de GenBank: NP_000543. Sin embargo, esto no excluye que un agente de unién a vVWF también pueda
unirse a, por ejemplo, VWF de cinomélogo, babuino, cerdo, cobaya y/o raton.

5.4 Realizaciones especificas de secuencias de inmunoglobulina

La presente invencion se refiere a dominios variables individuales de inmunoglobulina descritos en, u obtenibles
mediante, los métodos divulgados en los documentos WQ02004/015425, W02004/062551, WO2006/074947,
W02006/122825, WO2009/115614 o W0O2011/067160, todos a nombre del presente solicitante.

La invencion también se refiere a variantes optimizadas de estas secuencias de aminoacidos. Generalmente, una
“variante optimizada” de una secuencia de aminodcidos usada en la invencién es una variante que comprende una o
mas sustituciones beneficiosas tales como unas sustituciones que aumentan i) el grado de “humanizacion”, ii) la
estabilidad quimica y/o iii) el nivel de expresion; mientras que la potencia (medida por ejemplo mediante el ensayo
de potencia descrito en la parte experimental del documento WO2006/122825 sigue siendo comparable (es decir,
dentro de una desviacion del 10%) con el 12A02 de tipo natural (tal como se define en el documento
W02006/122825) o comparable al 12A02H1 variante (SEQ ID NO: 19), también tal como se define en el documento
WQ02006/122825. Preferiblemente, en comparacion con la secuencia de tipo natural de 12A02, una secuencia de
aminoacidos usada en la invencion contiene al menos una sustitucion de este tipo, y preferiblemente al menos dos
sustituciones de esta tipo, y preferiblemente al menos tres sustituciones humanizantes y preferiblemente al menos
10 sustituciones humanizantes de este tipo.

En un aspecto particular, las secuencias de aminoacidos usadas en la invencion contienen un total de entre 1 y 15,
preferiblemente entre 2 y 14, tal como entre 9 y 13, por ejemplo 10, 11 é 12 sustituciones de aminoacidos en
comparacién con la secuencia de tipo natural 12A02. Tal como se menciond, estas diferencias comprenden
preferiblemente al menos una y preferiblemente al menos dos, tal como tres, cuatro o cinco o diez sustituciones
humanizantes, y pueden comprender opcionalmente una o mas sustituciones adicionales (tal como una cualquiera
de, o cualquier combinacion adecuada de dos cualesquiera o mas de, las sustituciones adicionales (a) a (c) tal como
se menciona en el presente documento). De nuevo, basandose la divulgacién en el presente documento y
opcionalmente tras un grado limitado de ensayo y error, el experto en la técnica podra seleccionar (una combinacién
adecuada de) una o més de tales sustituciones humanizantes y/o adicionales.

La presente invencion se refiere a secuencias de polipéptido tal como se definen en las reivindicaciones que son
altamente similares a cualquiera de los ejemplos especificos proporcionados en el presente documento, o cualquiera
de los ejemplos especificos definidos por la referencia anterior.

Altamente similar significa una identidad de aminoacidos de al menos el 90%, por ejemplo el 95, el 97, el 98 o el
99%. Las secuencias de polipéptido altamente similares tendran la misma funciéon que la secuencia de la que se
derivan, es decir se unirdn a VWF, mas especificamente se uniran a e inhibiran la interaccion entre VWF vy las
plaquetas.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a secuencias altamente similares a una cualquiera de SEQ ID
NO: 1-19, en particular SEQ ID NO: 1. Sin embargo, para cada secuencia variante tiene que evaluarse la estabilidad
en la formulacion tal como se define en el presente documento, de manera que la invencién en particular se refiere a
variantes 0 secuencias altamente similares que son estables en las formulaciones definidas en el presente
documento.

Se conocen ampliamente métodos para generar secuencias de polipéptido usadas en la invencion e incluyen por
ejemplo sintesis o expresién recombinante. El experto esta bien familiarizado con la tecnologia de expresion
adecuada, por ejemplo células huésped y vectores recombinantes adecuados, por ejemplo células huésped de
levadura o bacterianas. El experto estd también bien familiarizado con protocolos y técnicas de purificacién
adecuadas.

5.5 Formulaciones de la invencion
La presente invencion proporciona formulaciones de polipéptidos dirigidos contra vVWF tal como se reivindican, que

comprenden al menos un dominio variable individual de inmunoglobulina que se une a SEQ ID NO: 20, que son
estables, y preferiblemente adecuadas para usos farmacéuticos, que comprenden la preparacion de medicamentos.
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Una formulacién de un agente de union a vVWF, por ejemplo, un ISVD, incluye un ISVD, un compuesto que puede
servir como crioprotector y/o lioprotector, y un tampén. El pH de la formulacién es pH 6,0 - 7,0. En algunas
realizaciones, una formulacién se almacena como un liquido. En otras realizaciones, una formulacién se prepara
como un liquido y luego se seca, por ejemplo, mediante liofilizacion o secado por pulverizacion, antes del
almacenamiento. Puede usarse una formulacién secada (es decir, el liofilizado) como un compuesto seco, por
ejemplo, como un aerosol o polvo, o reconstituirse hasta su concentracion original u otra, por ejemplo, usando agua,
un tampon, u otro liquido apropiado (diluyente).

El proceso de purificacién del agente de union a vWF esta disefiado para permitir la transferencia del agente de
unién a VWF a una formulacién adecuada para almacenamiento a largo plazo, por ejemplo como un liquido
congelado y/o posteriormente para el secado por congelacién (por ejemplo, usando una formulacién de
citrato/sacarosa). La formulacién se liofiliza con la proteina, por ejemplo agente de unién a vVWF a una concentracion
especifica. La formulacién liofilizada puede reconstituirse entonces segln sea necesario con un diluyente adecuado
(por ejemplo, agua) para resolubilizar los componentes originales de la formulacién hasta una concentracion
deseada, generalmente la misma concentracién o superior en comparacion con la concentracion antes de la
liofilizacion. La formulacion liofilizada puede reconstituirse para producir una formulacion que tiene una
concentracién que difiere de la concentracion original (es decir, antes de la liofilizacién), dependiendo de la cantidad
de diluyente anadida al liofilizado en relacién con el volumen de liquido que se secé por congelacion originalmente.
Pueden identificarse formulaciones adecuadas sometiendo a ensayo uno o mas parametros de la integridad del
agente de unién a VWF. Los parametros sometidos a ensayo son generalmente el porcentaje de especies de alto
peso molecular (HMW) o el porcentaje de especies de bajo peso molecular (LMW) mediante HPLC de exclusién
molecular (SE-HPLC).

Por consiguiente, la presente invencién proporciona formulaciones tal como se reivindican caracterizadas por un
grado adecuado de pureza y a concentraciones adecuadas segun se requiera por ejemplo para propositos
farmacéuticos. Las formulaciones proporcionan los polipéptidos que comprenden al menos un dominio variable
individual de inmunoglobulina tal como se reivindica en una forma estable a lo largo de un gran intervalo de
concentraciones, y un gran intervalo de condiciones de almacenamiento, por ejemplo temperaturas, incluyendo
condiciones con tension tales como temperaturas elevadas (por ejemplo +25°C o superiores), liofilizacion, agitacion
u otras formas de tension fisica.

La formulacién comprende un portador acuoso. El portador acuoso es un tamp6n citrato.

La invencion, sin embargo, también abarca productos obtenibles mediante procesamiento adicional de una
formulacion liquida, tal como un producto congelado, liofilizado o secado por pulverizacién. Tras la reconstitucion,
estos productos soélidos pueden convertirse en formulaciones liquidas tal como se describe en el presente
documento (pero sin limitarse a lo mismo). En su sentido mas amplio, por tanto, el término “formulacién” abarca
tanto formulaciones liquidas como sélidas. Sin embargo, se entiende que las formulaciones sélidas pueden derivarse
de las formulaciones liquidas (por ejemplo mediante congelacién, secado por congelacion o secado por
pulverizacién), y por tanto tienen diversas caracteristicas que se definen mediante las caracteristicas especificadas
para formulaciones liquidas en el presente documento. La invencion no excluye reconstitucién que conduce a una
composicidbn que se desvia de la composicion original antes de por ejemplo el secado por congelacion o
pulverizacién.

Las formulaciones de la invencién comprenden al menos un agente de union a VWF que comprende al menos un
dominio variable individual de inmunoglobulina tal como se define en las reivindicaciones. En realizaciones
particulares, la formulacion comprende uno o mas polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-19, preferiblemente
SEQ ID NO: 1. Los polipéptidos pueden tener ademas una semivida prolongada por ejemplo incorporando un
dominio de unién o péptido de unién a albdmina sérica, que puede ser cualquier dominio de unién o péptido de unién
a albumina sérica adecuado capaz de aumentar la semivida del constructo (en comparacién con el mismo constructo
sin el dominio de unién o péptido de unién a albumina sérica), y pueden ser en particular péptidos de union a
albumina sérica tal como se describen en el documento W0O2008/068280 por el solicitante (y en particular los
documentos W02009/127691 y WO02011/095545, ambos del solicitante), o un dominio variable individual de
inmunoglobulina de unién a albumina sérica (tal como un Nanobody de unién a albimina sérica; por ejemplo Alb-1 o
una version humanizada de Alb-1 tal como Alb-8, para lo que se hace referencia por ejemplo al documento
WO06/122787). Los medios alternativos para prolongar la semivida que también abarca la presente divulgacion
incluyen por ejemplo pegilacion (PEG) tal como se conoce ampliamente en la técnica, incluyendo pegilacion al azar
o especifica de sitio, preferiblemente pegilacion especifica de sitio. Puede usarse PEG con un peso molecular por
encima de 5000, por ejemplo entre 10.000 y 200.000, preferiblemente en el intervalo entre 20.000 y 100.000. En
cualquier aspecto de extensién de la semivida, se prevé que la actividad del polipéptido tal como se define en el
presente documento no se vea comprometida, por ejemplo retiene al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90% o el
95% de la actividad del mismo polipéptido sin extensién de la semivida. La actividad puede referirse a por ejemplo la
unién al antigeno diana, y/o la potencia en un bioensayo. El experto en la técnica podra determinar también que la
tecnologia de extensién de la semivida elegida es adecuada porque no aumenta o incluso disminuye la
inmunogenicidad.
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5.5.1 Tampon

La formulaciéon de la invencion comprende un tampén citrato tal como se define en las reivindicaciones. En una
realizacién particular, el tampon citrato se prepara usando acido citrico monohidratado y citrato de trisodio
deshidratado, por ejemplo &cido citrico monohidratado 0,2154 g/l y citrato de trisodio deshidratado 5,5805 g/I. Tal
como se determina midiendo las temperaturas de fusiéon en un ejemplo no limitativo, estos tampones potencian la
estabilidad de los agentes de uniéon a vVWF, en comparacion con otros tampones sometidos a prueba.

La formulacién segun la invencién comprende un tampon citrato a una concentracion en el intervalo de 5-200 mM,
por ejemplo 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 6
200 mM, preferiblemente 5-100 mM, mas preferiblemente 7,5-80 mM, incluso mas preferiblemente 10-50, por
ejemplo 10, 15, 20, 25 6 30 mM, y lo mas preferiblemente 20 mM, en la que cada valor se entiende que abarca
opcionalmente un intervalo de +5 mM. La formulacion segun la divulgacién puede comprender un tampon fosfato a
una concentracion en el intervalo de 5-200 mM, por ejemplo 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 6 200 mM, preferiblemente 5-80 mM, mas preferiblemente 7,5-60 mM,
incluso mas preferiblemente 10-40, por ejemplo 10, 15, 20, 25 6 30 mM, y lo més preferiblemente 10 mM, en la que
cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo de 5 mM. Se entenderd que una concentracion
inferior del tampdn tiene un efecto sobre la osmolalidad final, y correspondientemente sobre los solutos adicionales
que pueden haberse afiadido.

El pH de la formulacién de la invencién esta en el intervalo 6,0 a 7,0, en el que cada valor se entiende que abarca un
intervalo de +0,2. Pueden seleccionarse ejemplos especificos de valores de pH preferidos para formulaciones de la
invencion de la lista no limitativa que comprende pH de 6,0, 6,2, 6,5, 6,7, 7,0, preferiblemente 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6, 6,7, 6,8 6 6,9, por ejemplo 6,5, en el que cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo de £0,2.

Inesperadamente, los tampones citrato y fosfato tienen intervalos de pH solapantes con por ejemplo tampones
histidina y Tris-HCI, y favorecen aun la estabilidad.

El pH méas ventajoso dependera del tampon comprendido en la formulacién. Por tanto, la divulgacion se refiere
particularmente a una formulaciéon que comprende un tampon fosfato, que tiene preferiblemente un pH en el
intervalo de 6,5 a 7,5, preferiblemente 6,9, 7,0, 7,1, por ejemplo 7,1.

Se mostré6 que una formulacién que comprende un tampon citrato era extraordinariamente adecuada para el
almacenamiento y uso. Sin embargo, en contraposicién al saber convencional, las formulaciones liquidas que
comprenden un tampén citrato eran lo mas estables a un pH de aproximadamente 6,0, mientras que las
formulaciones liofilizadas que comprende un tampdn citrato eran lo méas estables a un pH de aproximadamente 6,5.
Por tanto, la presente invencidon se refiere a una formulacién que comprende un tampén citrato tal como se
reivindica, que tiene un pH de aproximadamente 6,0 a 7,0, mas preferiblemente 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8 6
6,9, por ejemplo 6,5, en el que cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo de +0,2.

5.5.2 Concentracién

Las formulaciones de la invencion comprenden los agentes de union a vWF tal como se definen en las
reivindicaciones, en particular los polipéptidos que comprenden al menos un dominio variable individual de
inmunoglobulina tal como se reivindica a una concentracion que es adecuada para propositos clinicos, que incluye
concentraciones usadas en disoluciones madre para la dilucién antes de su uso en paciente. Aparte de una
estabilizacion mejorada, las formulaciones de la invencién permiten mayores concentraciones de los agentes de
unién a vVWF, por ejemplo ISVD o polipéptidos. En particular, las formulaciones de la invencién permanecian
fisicamente estables, es decir la ausencia de turbidez y/o formacion de particulas pequerias, tal como se confirmé
mediante inspeccion visual, microscopia, SE-HPLC y DLS. El almacenamiento a temperaturas elevadas durante
tiempos prolongados y ciclos de congelacion-descongelacién repetidos aparentemente no afect6 a la estabilidad
fisica de los agentes de unién a vVWF en estas formulaciones.

Las concentraciones tipicas del agente activo, es decir agentes de union a VWF o los polipéptidos usados en la
invencion, en las formulaciones de la invencion comprenden los ejemplos no limitativos de concentraciones en el
intervalo de 0,1 a 80 mg/ml, preferiblemente 1-70 mg/ml, 5-60 mg/ml, 7,5-50 mg/ml o 10-40 mg/ml, tal como 5, 7,5,
10, 12,5, 15, 17,5, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 6 60 mg/ml, preferiblemente 12,5 mg/ml o 10 mg/ml, en las que cada
valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo del +20% (por ejemplo un valor de 10 abarca
opcionalmente un intervalo de 8 a 12 mg/ml).

5.5.3 Excipientes
Las formulaciones segun la invencién pueden comprender también opcionalmente uno o0 mas excipientes. El término

“excipiente” tal como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia inerte que se usa cominmente
como diluyente, vehiculo, conservante, lioprotector, aglutinante o agente estabilizante para compuestos que
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confieren una propiedad fisica beneficiosa a una formulaciéon. El experto en la técnica esta familiarizado con
excipientes adecuados para propoésitos farmacéuticos, que pueden tener funciones particulares en la formulacién,
tales como lioproteccioén, estabilizacion, conservacion, etc. El experto en la técnica conoce bien estabilizadores y
conservantes comunmente usados (véase por ejemplo el documento WQ02010/077422). Los portadores
farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en estas composiciones incluyen, pero no se limitan a,
intercambiadores i6nicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, tales como albimina sérica
humana, sustancias tampon tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos
parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio,
poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina. En realizaciones
ventajosas, el excipiente puede ser uno o mas, seleccionados de la lista que consiste en NaCl, trehalosa, sacarosa,
manitol o glicina.

Al apreciar la invencion, el experto en la técnica puede determinar facilmente concentraciones adecuadas de los
excipientes que van a afnadirse a las formulaciones. En realizaciones a modo de ejemplo, el NaCl tiene una
concentracién en el intervalo de 10-500 mM, tal como 25, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 150, 250 6 500 mM,
preferiblemente 50-150 mM, por ejemplo 75 6 140 mM, en el que cada valor se entiende que abarca opcionalmente
un intervalo de +5 mM; y/o el manitol tiene una concentracién del 1-10%, preferiblemente el 2-4%, por ejemplo el 2,
el 3 0 el 4% (p/p), en el que cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo de +0,5%; y/o la sacarosa
tiene una concentracion del 1-15%, preferiblemente el 2-12% o el 4-10%, por ejemplo el 4, el 5, el 6, el 7, el 8 0 el
9% (p/p), y lo mas preferiblemente el 7%, en el que cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo
del £0,5%; y/o la glicina tiene una concentracion en el intervalo de 10-500 mM, tal como 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75,
100, 150, 250 6 500 mM, preferiblemente 50-400 mM, 75-300 mM, 100-250 mM, por ejemplo 140 6 200 mM, en el
que cada valor se entiende que abarca opcionalmente un intervalo de +5 mM; y/o la trehalosa tiene una
concentracion en el intervalo de 10-500 mM, tal como 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 100, 150, 250 6 500 mM,
preferiblemente 100-300 mM, 150-280 mM, por ejemplo 160 mM 6 260 mM, en el que cada valor se entiende que
abarca opcionalmente un intervalo de £5 mM.

En una realizacion preferida, las formulaciones segin cualquier aspecto de la invencién son isotdnicas en relacion
con la sangre humana. Las disoluciones isotdnicas presentan la misma presién osmoética que el plasma sanguineo y,
de ese modo, pueden infundirse por via intravenosa en un sujeto sin cambiar la presién osmética del plasma
sanguineo del sujeto. La tonicidad puede expresarse en cuanto a osmolalidad, que puede ser una osmolalidad
tedrica, o preferiblemente una osmolalidad determinada experimentalmente. La osmolalidad estara normalmente en
el intervalo de 290 + 60 mOsm/kg, preferiblemente 290 + 20 mOsm/kg.

Por tanto, en la seleccion de excipientes (si los hay) el experto en la técnica considerara la concentracion de tampdn
y las concentraciones del uno o mas excipientes y preferiblemente llegara a una formulaciéon con una osmolalidad en
los intervalos especificados anteriormente. El experto en la técnica esta familiarizado con calculos para estimar la
osmolalidad (véase por ejemplo el documento WO2010/077422). Si se requiere, el experto en la técnica puede
incluir ademas un compuesto para ajustar la osmolalidad de la formulacién. Los compuestos a modo de ejemplo,
incluyen pero no se limitan a los excipientes mencionados anteriormente y/o uno o mas de sorbitol, metionina,
dextrosa, inositol, arginina o clorhidrato de arginina.

Se ha mostrado que una formulacion que comprende sacarosa era particularmente adecuada para mantener la
estabilidad fisica, durante por ejemplo el almacenamiento y la congelacién-descongelacion, de los polipéptidos. Por
consiguiente, la presente invencion se refiere a formulaciones que comprenden aproximadamente el 5-9%, mas
preferiblemente el 6-8% e incluso mas preferiblemente el 7% de sacarosa, en las que cada valor se entiende que
abarca opcionalmente un intervalo de £0,5%.

Las formulaciones de la invencién pueden comprender también compuestos que son especificamente Utiles para
proteger al polipéptido usado en la invencion durante el secado por congelacién. Tales compuestos se conocen
también como lioprotectores, y los conoce bien el experto en la técnica. Los ejemplos especificos incluyen, pero no
se limitan a azlcares como sacarosa, sorbitol o trehalosa; aminoacidos tales como glutamato, en particular
glutamato de monosodio o histidina; betaina, sulfato de magnesio, alcoholes de azucar, propilenglicol,
polietilenglicoles y combinaciones de los mismos. Al apreciar la invencion, la cantidad requerida de un compuesto de
este tipo que va a afnadirse puede determinarla el experto en la técnica considerando la estabilidad de la formulacién
en forma liquida y cuando se somete a liofilizacion. Las formulaciones que son particularmente adecuadas para
secado por congelacién pueden comprender ademds agentes de carga. El experto en la técnica conoce
ampliamente agentes adecuados. Se ha mostrado que una formulacién que comprende sacarosa no solo era
particularmente adecuada para mantener la estabilidad fisica durante, por ejemplo, el almacenamiento y la
congelacién-descongelacion de los agentes de unién a vWF, sino también como lioprotector.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2895150 T3

5.5.4 Detergente

En una realizacion adicional de la invencion, la formulacién segun cualquier aspecto de la invencién puede
comprender ademas un detergente o tensioactivo. Los detergentes o tensioactivos adecuados para su uso con la
invencion incluyen, pero no se limitan a, ésteres de acidos grasos de polioxietileno-sorbitano, por ejemplo
polisorbato-20, -40, -60, -65, -80 u -85. Los nombres comerciales comunes para polisorbatos incluyen Alkest,
Canarcel y Tween. El experto en la técnica conoce ejemplos no limitativos adicionales de detergentes, tales como
los enumerados por ejemplo en el documento WO2010/077422. En una realizacién preferida, el detergente es un
detergente no iénico. Mas especificamente, el detergente es polisorbato-80, también designado Tween-80 a
continuacion en el presente documento. El experto en la técnica puede determinar facilmente una concentracion
adecuada de detergente para una formulacion de la invencion. Normalmente, la concentracion sera tan baja como
sea posible, mientras que se mantienen los efectos beneficiosos de los detergentes, por ejemplo un efecto
estabilizante en condiciones de tension de cizalladura, por ejemplo agitacion, que reduce la agregacion de los
agentes de union a vVWF formulados. En realizaciones a modo de ejemplo, no limitativas, la concentracion del
detergente puede estar en el intervalo del 0,001 al 0,5%, por ejemplo el 0,001%, el 0,002%, el 0,003%, el 0,004%, el
0,005%, el 0,01%, el 0,015%, el 0,02%, el 0,025%, el 0,03%, el 0,035%, el 0,04%, el 0,045%, el 0,05%, el 0,1%, el
0,2%, el 0,3%, el 0,4% o el 0,5%, preferiblemente en una concentracion de entre el 0,01 y el 0,05%, mas
preferiblemente entre el 0,01 y el 0,02%, por ejemplo el 0,01% (v/v).

5.5.5 Combinaciones

Las diversas realizaciones descritas anteriormente en las secciones 5.5.1 a 5.5.4 pueden combinarse sin
limitaciones en formulaciones de la invencién. Por ejemplo, se pretende incluir intervalos de valores usando una
combinacion de cualquiera de los valores mencionados anteriormente como limites superior y/o inferior. Sin
embargo, los ejemplos no limitativos preferibles de formulaciones incluyen formulaciones en las que el tamp6n es un
tampon citrato a aproximadamente pH 6,5, preferiblemente a una concentracion de 20 mM, y la formulacion
comprende ademas sacarosa, preferiblemente a una concentracion de aproximadamente el 7% (p/v), y
opcionalmente comprende ademas un detergente no idnico tal como Tween-80, preferiblemente a una concentracion
del 0,01% (v/v).

5.6 Procesamiento adicional

Tal como se explic6 de manera resumida, cualquiera de las formulaciones anteriores puede procesarse
adicionalmente por ejemplo mediante liofilizacion, secado por pulverizacién o congelacion, por ejemplo congelacion
a granel. El producto procesado resultante tiene caracteristicas derivadas de la formulacion liquida de partida, tal
como se definié anteriormente. Cuando es necesario, pueden incluirse agentes adicionales para el procesamiento
adicional, tal como, por ejemplo, lioprotectores, etc.

5.6.1 Congelacion

En algunos casos, las formulaciones que contienen agentes de unién a vVWF se congelan para su almacenamiento.
Por consiguiente, es deseable que la formulacién sea relativamente estable en tales condiciones, tales como ciclos
de congelacion-descongelacion (FT). Un método de determinacion de la idoneidad de una formulacion es someter
una formulacién de muestra a al menos dos, por ejemplo, tres, cuatro, cinco, ocho, diez, 0 mas ciclos de congelacion
(a, por ejemplo -20°C o -70°C) y descongelacion (por ejemplo mediante descongelacion rapida en bano de agua a
25°C o descongelacion lenta a de +2°C a +8°C), determinar la recuperacion de masa del producto original y la
presencia y/o cantidad de especies de LMW y/o especies de HMW que se acumulan tras los ciclos de FT y
compararla con la cantidad de especies de LMW o especies de HMW presentes en la muestra antes del
procedimiento de FT, por ejemplo mediante SE-HPLC. Un aumento en las especies de LMW o HMW indica una
disminucion de la estabilidad.

5.6.2 Liofilizaciéon

Las formulaciones pueden almacenarse tras la liofilizacion. Por tanto, someter a prueba una formulacion para
determinar la estabilidad del componente polipeptidico de la formulacién tras la liofilizacién es Util para determinar la
idoneidad de una formulacion. El método es similar al descrito anteriormente para la congelacion, excepto porque la
formulacion de muestra se liofiliza en lugar de congelarse, se reconstituye hasta su volumen original y se somete a
prueba para determinar la presencia de especies de LMW y/o especies de HMW. La formulacién de muestra
liofilizada se compara con una formulacién de muestra que no estaba liofilizada. Un aumento en las especies de
LMW o HMW en la muestra liofilizada en comparacién con la muestra correspondiente indica una disminucion de la
estabilidad de la muestra liofilizada. En general, un protocolo de liofilizacién incluye cargar una muestra en un
liofilizador o secador por congelacion, un periodo de enfriamiento previo, congelar, inicio del vacio, elevacion hasta
la temperatura de secado primario, secado primario, elevacion hasta la temperatura de secado secundaria, secado
secundario y tapado de la muestra. Aunque el procedimiento de secado por congelacion se conoce bien en la
técnica, diversos factores determinan las caracteristicas de secado por congelacién de una muestra, incluyendo: la
temperatura de transicién vitrea (Tg’) y la temperatura de colapso (Tc). Los parametros adicionales que pueden
seleccionarse para un protocolo de liofilizacion incluyen vacio (por ejemplo, en micrémetros) y temperatura del
condensador.
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Las velocidades de elevacion adecuadas para la temperatura estan entre aproximadamente 0,1°C/min y 2°C/min,
por ejemplo entre 0,1°C/min y 1,0°C/min, entre 0,1°C/min y 0,5°C/min, entre 0,2°C/min y 0,5°C/min, entre 0,1°C/min,
0,2°C/min, 0,3°C/min, 0,4°C/min, 0,5°C/min, 0,62C/min, 0,7°C/min, 0,8°C/min, 0,9°C/min y 1,0°C/min. Temperaturas
de anaquel adecuadas durante la congelacion para un ciclo de liofilizacién son generalmente de desde
aproximadamente -55°C hasta -5°C, de -25°C a -5°C, de -20°C a -5°C, de -15°C a -5°C, de -10 C a -5°C, -10°C,
-11°C, -12°C, -13°C, -14°C, -15°C, -16°C, -17°C, -18°C, -19°C, -20°C, -21°C, -22°C, -23°C, -24°C o -25°C. Las
temperaturas de anaquel pueden ser diferentes para el secado primario y secado secundario, por ejemplo, el secado
primario puede realizarse a una temperatura inferior al secado secundario. En un ejemplo no limitativo, el secado
primario puede ejecutarse a 0°C o alternativamente a +5°C y el secado secundario a +25°C. En algunos casos, se
usa un protocolo de apareamiento durante la congelacion y antes del inicio del vacio. En tales casos, el tiempo de
apareamiento debe seleccionarse y la temperatura esta generalmente por encima de la temperatura de transicion
vitrea de la composicion. En general, el tiempo de apareamiento es de aproximadamente 2 a 20 horas, de
aproximadamente 3 a 19 horas, de aproximadamente 2 a 10 horas, de aproximadamente 3 a 5 horas, de
aproximadamente 3 a 4 horas, de aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 15 horas o
aproximadamente 19 horas.

La temperatura para el apareamiento es generalmente de desde aproximadamente -35°C hasta aproximadamente
-5°C, por ejemplo desde aproximadamente -25°C hasta aproximadamente -8°C, de aproximadamente -20°C a
aproximadamente -10°C, de aproximadamente -25°C, aproximadamente -20°C, aproximadamente -15°C,
aproximadamente 0°C o aproximadamente -5°C. En algunos casos, la temperatura de apareamiento es
generalmente de desde -35°C hasta +5°C, por ejemplo desde -25°C hasta -8°C, de -20°C a -10°C, -25°C, -20°C,
-15°C, 0°C, +5°C.

La estabilidad de las formulaciones descritas en el presente documento puede someterse a prueba usando una
variedad de parametros de liofilizacion incluyendo: las temperaturas de anaquel del secado primario de desde -25°C
hasta +30°C, y duraciones del secado secundario de 2 horas a 33 horas a de 0% a +30°C. La temperatura para el
secado secundario debe ser tan alta como sea posible, sin provocar degradacién del principio farmacéutico activo.

Un excipiente que va a usarse en una formulacién de esta invencion debe satisfacer preferiblemente uno o mas de
los siguientes parametros: ser farmacoldgicamente inerte; ser compatible con los requisitos de procesamiento;
tolerarse bien por el paciente; no ser dafina para el material activo; proporcionar un producto soluble, absorbible;
proporcionar un producto estable en anaquel; y proporcionar un producto comercialmente aceptable.

En una realizacion, la formulacién de la presente invencion se prepara mediante secado por congelacion, por
ejemplo tal como se explica resumidamente en la figura 1 o la tabla 14.

Se demostré que la liofilizacion de formulaciones basadas en citrato/sacarosa mejora drasticamente la estabilidad de
los agentes de union a vWF. En particular, las formulaciones basadas en citrato/sacarosa impiden esencialmente
modificaciones quimicas que se producen en la forma liquida, pero con la excepcién de pequefas cantidades de
formacion de piroglutamato. Inesperadamente, la disminucion de la concentracion de citrato y al mismo tiempo el
aumento de la concentracion de sacarosa mejoraron la estabilidad quimica, por ejemplo disminuyeron la formacién
de piroglutamato. Se demostré que el agente de unién a vVWF es robusto tras la liofilizacion hasta temperaturas de
producto extremas. De hecho, el perfil de estabilidad era idéntico para material que se habia preparado usando una
variedad de ciclos de secado por congelacion.

En general, un ciclo de liofilizacién puede ejecutarse desde 10 horas hasta 100 horas, por ejemplo, de 20 horas a 80
horas, de 30 horas a 70 horas, de 40 horas a 60 horas, de 45 horas a 50 horas, de 50 horas a 66 horas.

En un ejemplo no limitativo, una formulacién de citrato 20 mM, sacarosa al 7%, Tween-80 al 0,01%, pH 6,5, a una
concentracién de proteina de 12,5 mg/ml de agente de uniéon a vVWF se formuld a granel y se liofilizé.

Ejemplos no limitativos del intervalo de temperatura para el almacenamiento de una formulacién de la invencion son
de aproximadamente -20°C a aproximadamente +50°C, por ejemplo, de aproximadamente -15°C a
aproximadamente +40°C, de aproximadamente -15°C a aproximadamente +30°C, de aproximadamente -15°C a
aproximadamente +20°C, de aproximadamente +5°C a aproximadamente +25°C, de aproximadamente +5°C a
aproximadamente +20°C, de aproximadamente +5°C de aproximadamente +15°C, de aproximadamente +2°C a
aproximadamente +12°C, de aproximadamente +2°C a aproximadamente +10°C, de aproximadamente +2°C a
aproximadamente +8°C, de aproximadamente +2°C a aproximadamente +6°C o de aproximadamente +2°C, +3°C,
+4°C, +5°C, +6°C, +7°C, +8°C, +10°C, +15°C, +25°C, +30°C o +40°C. Pese a las temperaturas de almacenamiento,
en determinados casos, las muestras son estables bajo cambios de temperatura que pueden producirse
transitoriamente durante las condiciones de almacenamiento y transporte que pueden anticiparse para tales
composiciones.

Se ha establecido que trabajando con las formulaciones de la invencion tal como se definen en las reivindicaciones,
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es posible obtener un polvo secado resultante que presenta un tamafio de particula adecuado para la retencién
confortable y una disolucion rapida del material activo. La formulacién secada segun la invencion comprende
particulas que permanecen estables y uniformes a lo largo de todo el procesamiento, acabado final, almacenamiento
y distribucion. La formulacion es estable en anaquel y fluye libremente, no presenta problemas cuando se dispensa
en su recipiente final y es sencilla de administrar por el paciente.

5.6.3 Secado por pulverizacién

En algunos casos, una formulacidon se seca por pulverizacion y luego se almacena. El secado por pulverizaciéon se
realiza usando métodos conocidos en la técnica, y pueden modificarse para usar secado por pulverizacion liquido o
congelado (por ejemplo, usando métodos tales como los de Niro Inc. (Madison, WI), Upperton Particle Technologies
(Nottingham, Inglaterra), o las publicaciones de patente estadounidense n.°s 2003/0072718 y 2003/0082276), o
Buchi (Brinkman Instruments Inc., Westbury, NY).

5.6.4 Diluyente

Las formulaciones liofilizadas descritas en el presente documento pueden reconstituirse segun sea necesario
mezclando la forma liofilizada con un diluyente adecuado para resolubilizar los componentes originales de la
formulacion hasta una concentracion deseada. El término “diluyente” tal como se usa en el presente documento se
refiere a un disolvente farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para su administracién a un humano) para
alterar o lograr una concentracion apropiada tal como se describe en el presente documento. Los diluyentes a modo
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, agua estéril (por ejemplo WFI, agua Milli-Q), solucién salina, glucosa,
dextrosa, Ringer y disoluciones de tampén acuoso.

5.7 Composiciones farmacéuticas

Las formulaciones de la presente invencion son preferiblemente adecuadas para su uso en métodos de terapia del
cuerpo humano o animal. Por tanto, la invencidén se refiere a composiciones farmacéuticas o de diagnéstico que
comprenden una formulacion del polipéptido segun cualquier aspecto de la invencién u obtenible mediante cualquier
método o procedimiento de la invencion.

Las formulaciones de la invencién son preferiblemente formulaciones farmacéuticas. En particular, las formulaciones
son adecuadas para administracion parenteral a un humano, por ejemplo administracion subcuténea, intravenosa,
intramuscular, intradérmica o intraperitoneal, preferiblemente administracion intravenosa o subcutanea. La
administracion abarca cualquier modo de administracién de una formulacién liquida, en particular inyeccion. Otras
formas de administraciéon sistémica, por ejemplo por medio de dispositivos implantables, bombas de microinfusiéon
(opcionalmente implantables) y/o formulaciones de liberacion sostenida (implantables), por ejemplo depdsitos, geles,
formulaciones de polimeros biodegradables también estan dentro del alcance de la presente invencion. Las
composiciones farmacéuticas son estériles y estables durante la fabricaciéon y el almacenamiento, ya que no se
desean en un entorno clinico derivados/productos de degradacion de los agentes de unién a vVWF. La composicion
también sera de alta pureza, por ejemplo excluira la presencia de productos bacterianos tales como LPS. Las
formulaciones pueden esterilizarse por cualquier medio, por ejemplo filtracion estéril, irradiacién y combinaciones de
las mismas, etc. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas estan adaptadas a administracion parenteral
(especialmente intravenosa, intraarterial o transdérmica). Se considera que la administracién intravenosa es de
particular importancia. Preferiblemente el agente de unién a vWF esta en forma de una forma parenteral, lo mas
preferiblemente formas intravenosa y subcutanea.

Para que sea adecuada como formulacién farmacéutica, la formulacién de la invenciéon normalmente comprendera el
polipéptido usado en la invencion (es decir, el agente activo) en una razén adecuada con respecto al volumen. Por
ejemplo, para inyeccion subcutanea la concentracién de agente activo puede ser superior, con el fin de permitir que
se administre la dosis farmacéutica necesaria en un volumen mas pequefio, en comparacion con una formulacién
para inyeccioén intrevenosa. Sin embargo, en algunas realizaciones la concentracién de agente activo sera idéntica
para inyeccion subcutanea o intravenosa, y puede estar en los intervalos a modo de ejemplo definidos en el
presente documento.

En algunas realizaciones, las formulaciones de la invencion pueden comprender agentes adicionales, por ejemplo
agentes activos adicionales, excipientes, estabilizadores, conservantes tales como agentes antimicrobianos, etc.

Las formulaciones de la invencién se encuentran preferiblemente en una dosis que se aplica a un paciente que lo
necesita. No obstante, el modo de administracién particular y la dosificacién puede seleccionarlos el médico
encargado teniendo en cuenta los detalles del paciente, especialmente la edad, el peso, el estilo de vida, el nivel de
actividad y el estado médico general segln sea apropiado. Mas especificamente, ALX-0081 se administra por via
infravenosa o por via subcutanea en un intervalo de dosis de 24 h. Incluso méas preferiblemente, ALX-0081 se
administra por via intravenosa o por via subcutanea en un intervalo de dosis de 24 h tras la consideracion de la
actividad de agregacion, por ejemplo medida mediante RIPA, agregacion plaquetaria inducida por ristocetina -
(Favaloro EJ. Clin Haematol 2001; 14: 299-319) y/o ensayo de aglutinacion plaquetaria con cofactor de ristocetina -
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(Howard MA, Firkin BG. Ristocetin - a new tool in the investigation of platelet aggregation. Thrombosis et Diathesis
Haemorrhagica 1971; 26: 362-9). Por ejemplo, no se administra una dosis adicional si se estima que la actividad de
agregacioén permanece por debajo del 10% medida mediante RIPA o permanece por debajo del 20% medida
mediante RICO durante las siguientes 6 horas (inhibicién clinicamente relevante).

Sin embargo, en general la dosificacién de los agentes de union a vVWF puede depender de diversos factores, tales
como eficacia y duracién de accion del principio activo, especie de sangre caliente y/o sexo, edad, peso y condicion
individual del animal de sangre caliente.

Normalmente la dosificacion es tal que una Unica dosis de un agente de unién a vVWF, se estima por ejemplo
basandose en resultados in vitro, o por ejemplo basandose en resultados de un estudio de escalada de la dosis para
someter a prueba la toxicidad subcrénica en monos cynomolgus. Basandose en un conjunto de datos preclinicos de
este tipo, puede determinarse una dosis inicial y de escalada posterior para un agente de unién a vVWF. Por ejemplo
una dosis puede ser de desde 0,5 - 50 mg, especialmente 1-30 mg, y se administra a un animal de sangre caliente
que pesa aproximadamente 75 (+/-30) kg (pero puede ser diferente también a esta norma). Si se desea, esta dosis
puede tomarse también en varias dosis parciales, opcionalmente iguales, (“mg” significa mg de farmaco por
mamifero, incluyendo humano, que va a tratarse).

La dosis mencionada anteriormente, o bien administrada como una Unica dosis (que es una realizacion) o bien en
varias dosis parciales, puede repetirse, tal como se menciond anteriormente por ejemplo una vez cada seis horas,
una vez cada 12 horas o una vez al dia. En otras palabras, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse
en regimenes que oscilan entre terapia cada 6 horas continua hasta terapia de dosificacion de intervalo mas largo.

Preferiblemente, los agentes de unién a vVWF se administran en dosis que son del mismo orden de magnitud que las
usadas en el tratamiento adjunto en pacientes que necesitan PCl tal como se sugiere en el presente documento
para ALX-0081. Por ejemplo, para los agentes de unién a vWF que contienen 12A02H1 preferidos, por ejemplo ALX-
0081 y variantes funcionales de los mismos, pueden usarse dosis de agentes de unién a VWF en el intervalo de
desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 40 mg, preferiblemente desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 35 mg o desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 mg, incluso mas preferiblemente
desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 25 mg o desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente
20 mg, o desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 17,5 mg, o incluso desde aproximadamente 6 hasta
aproximadamente 16 mg, o desde aproximadamente 7,5 hasta aproximadamente 15 mg, o incluso desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 14 mg, de manera mas preferible aproximadamente 10,
aproximadamente 12,5 o aproximadamente 13,8 mg, para el tratamiento agudo en pacientes humanos.

Las formulaciones en forma unitaria de dosis individual contienen preferiblemente desde aproximadamente 0,5 hasta
aproximadamente 40 mg, preferiblemente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 35 mg o desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 mg, incluso mas preferiblemente desde aproximadamente 3 hasta
aproximadamente 25 mg o desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 20 mg, o desde aproximadamente 5
hasta aproximadamente 17,5 mg, o incluso desde aproximadamente 6 hasta aproximadamente 16 mg, o desde
aproximadamente 7,5 hasta aproximadamente 15 mg, o incluso desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente
14 mg, de manera mas preferible aproximadamente 10, aproximadamente 12,5 o aproximadamente 13,8 mg y las
formulaciones que no estan en forma unitaria de dosis individual contienen preferiblemente desde aproximadamente
0,5 hasta aproximadamente 40 mg, preferiblemente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 35 mg, o
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 mg, incluso mas preferiblemente desde aproximadamente 3
hasta aproximadamente 25 mg o desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 20 mg, o desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 17,5 mg, o incluso desde aproximadamente 6 hasta aproximadamente
16 mg, o desde aproximadamente 7,5 hasta aproximadamente 15 mg, o incluso desde aproximadamente 10 hasta
aproximadamente 14 mg, de manera mas preferible aproximadamente 10, aproximadamente 12,5 o
aproximadamente 13,8 mg del principio activo.

Preparaciones farmacéuticas para administracion parenteral son, por ejemplo, aquellas en formas unitarias de
dosificacién, tales como ampollas. Se preparan de manera conocida per se, por ejemplo por medio de procesos de
liofilizacion, disolucién o mezclado convencionales.

Formulaciones parenterales son especialmente fluidos inyectables que son eficaces de diversas maneras, tales
como en el sitio de PCI, por via intraarterial, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intranasal, por via
intradérmica, por via subcutdnea o preferiblemente por via intravenosa. Tales fluidos son preferiblemente
disoluciones o suspensiones acuosas isoténicas que pueden prepararse antes de su uso, por ejemplo a partir de
preparaciones liofilizadas o concentrado que contienen el principio activo solo o junto con un portador
farmacéuticamente aceptable. Las preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y/o contener adyuvantes, por
ejemplo conservantes, estabilizadores, agentes humectantes y/o emulsionantes, solubilizantes, sales para regular la
presién osmotica y/o tampones.

Las formulaciones adecuadas para aplicacion transdérmica incluyen una cantidad eficaz del principio activo con
portador. Los portadores ventajosos incluyen disolventes farmacol6gicamente aceptables absorbibles para ayudar al
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paso a través de la piel del huésped. De manera caracteristica, los dispositivos transdérmicos estan en forma de un
vendaje que comprende un elemento de soporte, un depésito que contiene el compuesto opcionalmente con
portadores, opcionalmente una barrera de control de la velocidad para administrar el principio activo a la piel del
huésped a una velocidad controlada y predeterminada a lo largo de un periodo de tiempo prolongado, y medios para
sujetar el dispositivo a la piel.

La siguiente tabla proporciona algunos ejemplos no limitativos de formulaciones basadas en tampén fosfato y citrato
de la presente divulgacion. Todas las formulaciones pueden ajustarse a una osmolalidad de 290 + 60 mOsm/kg
anadiendo un excipiente adecuado, si se desea. Las formulaciones pueden comprender uno cualquiera 0 méas de los
polipéptidos usados en la presente invencién, por ejemplo SEQ ID NO: 1-19, particularmente SEQ ID NO: 1.

Tampoén Conc. de tampén (mM) pH Tampoén Conc. de tamp6n (mM) pH
Citrato 10 6,0 Fosfato 10 6,5
Citrato 10 6,5 Fosfato 10 7,0
Citrato 10 7,0 Fosfato 10 7,5
Citrato 20 6,0 Fosfato 20 6,5
Citrato 20 6,5 Fosfato 20 7,0
Citrato 20 7,0 Fosfato 20 7,5
Citrato 30 6,0 Fosfato 30 6,5
Citrato 30 6,5 Fosfato 30 7,0
Citrato 30 7,0 Fosfato 30 7,5
Citrato 40 6,0 Fosfato 40 6,5
Citrato 40 6,5 Fosfato 40 7,0
Citrato 40 7,0 Fosfato 40 7,5
Citrato 50 6,0 Fosfato 50 6,5
Citrato 50 6,5 Fosfato 50 7,0
Citrato 50 7,0 Fosfato 50 7,5

Las concentraciones de tampo6n en esta tabla se entiende que abarcan opcionalmente £5 mM. Los valores de pH se
entiende que abarcan opcionalmente +0,2. Cada uno de los tampones anteriores puede combinarse con uno o mas
excipientes seleccionados de por ejemplo NaCl a una concentracion de por ejemplo 25, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 150,
250 6 500 mM; manitol a una concentracion de por ejemplo el 2, el 3 o el 4% (p/v); glicina a una concentracién de
por ejemplo 25, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 150, 250 6 500 mM; trehalosa a una concentracién de por ejemplo 25, 30,
40, 50, 60, 70, 100, 150, 250 6 500 mM y sacarosa a una concentracion de por ejemplo el 4, el 5, el 6, el 7, el 8 0 el
9% (p/v), y/o un tensioactivo, por ejemplo Tween-80 a una concentracion del 0,001%, el 0,002%, el 0,003%, el
0,004%, el 0,005%, el 0,01%, el 0,015%, el 0,02%, el 0,025%, el 0,03%, el 0,035%, el 0,04%, el 0,045%, el 0,05%,
el 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4% o el 0,5% (v/v).

5.8 Efectos de la invencién

La invencion proporciona formulaciones estables de los agentes de unién a vVWF tal como se reivindican, por
ejemplo los dominios variables individuales de inmunoglobulina tal como se definen en el presente documento, por
ejemplo SEQ ID NO: 1-19, en particular SEQ ID NO: 1. “Estable” significa generalmente que los dominios variables
individuales de inmunoglobulina no experimentan cambios fisicos o quimicos significativos tras el almacenamiento
durante periodos de tiempo prolongados, por ejemplo de 1 mes a 36 meses, incluso si se exponen a una 0 mas
tensiones fisicas o quimicas tales como temperaturas elevadas (iguales o superiores a +25°C), o tensiones fisicas
tales como agitacion o remocion. Mas en particular, “estable” significa que tras el almacenamiento durante periodos
prolongados (tal como se define) en condiciones (tal como se define) hay sélo una formacién limitada (tal como se
define) de uno o mas productos de degradacién, por ejemplo derivados de bajo peso molecular (LMW) (fragmentos)
de los polipéptidos usados en la invencién; y/o derivados quimicos o modificaciones tales como por ejemplo
variantes de piroglutamato; y/o derivados de alto peso molecular (HMW) (oligbmeros o polimeros) formados por
ejemplo mediante agregacion.

El experto en la técnica estd muy familiarizado con técnicas para evaluar el tamafo de proteinas, por ejemplo
cromatografia de exclusién molecular-HPLC o para evaluar la formacién de derivados quimicos, por ejemplo HPLC
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de fase inversa. El experto esta familiarizado también con aparatos y herramientas de software comunmente usados
para realizar tales andlisis. Por ejemplo, el experto en la técnica conoce software cominmente usado para analizar
ejecuciones cromatograficas por ejemplo en cuanto a area de pico relativa. Los ejemplos incluyen (pero no se limitan
a) el sistema de HPLC Agilent 1200 equipado con el software ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EE.UU.,
Rev B) o el sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 equipado con el software Chromeleon (Dionex Corporation,
Sunnyvale, CA, EE.UU., V6.8).

Las técnicas generales que pueden usarse para evaluar la estabilidad de una proteina, por ejemplo un dominio
variable individual de inmunoglobulina, incluyen dispersion de luz estética, filtracion de flujo tangencial,
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, dicroismo circular, desplegamiento de proteinas inducido por
urea, fluorescencia de triptéfano intrinseca y/o unién de proteina a acido 1-anilin-8-naftalenosulfénico. Ademas, la
formulacion de la invencion muestra poca o ninguna pérdida de potencia/actividad bioloégica en el transcurso del
almacenamiento y/o bajo la influencia de una o mas tensiones tal como se define en el presente documento. La
actividad biologica y/o potencia puede determinarse tal como se describe por ejemplo en el documento
W02006/122825.

5.8.1 Estabilidad térmica

Las formulaciones de la presente invencion se caracterizan por proporcionar una alta estabilidad térmica de los
agentes de union a vVWF tal como se define en las reivindicaciones. La estabilidad térmica puede evaluarse por
ejemplo determinando la temperatura de fusion (Tm). Se conocen técnicas adecuadas para determinar la
temperatura de fusion e incluyen por ejemplo un ensayo de desplazamiento térmico (TSA) por ejemplo tal como se
describe en el presente documento. Mas especificamente, las formulaciones de la presente invencién conducen a un
aumento de Tm para los dominios variables individuales de inmunoglobulina tal como se determina mediante TSA
en comparacién con otras formulaciones. Este efecto se ejemplifica en la tabla 1 de la seccion experimental.

Tal como puede determinarse a partir de la seccién experimental, una alta estabilidad térmica, es decir alta Tm
puede tomarse como una indicacién de la estabilidad en almacenamiento.

Segun la presente invencidn, las formulaciones de la invencién tienen una influencia positiva sobre la Tm a lo largo
de un amplio intervalo de valores de pH, por ejemplo entre 6,0 y 7,0 para tampén citrato, y de 6,5 a 7,5 para tampdn
fosfato. El efecto méas ventajoso sobre la Tm puede observarse para tampédn citrato a pH 6-7, y en particular para pH
6,5+0,2 y tampodn fosfato a pH de 6,5 a 7,5, en particular pH 7,1£0,2.

La adicion de excipientes puede tener un efecto positivo 0 negativo adicional sobre la Tm (tabla 1). Por ejemplo, la
trehalosa puede aumentar la Tm (en el contexto de un tampén particular) por ejemplo entre 150 mM y 300 mM.
Ademas el manitol o la sacarosa tenian un claro efecto positivo sobre la Tm. Estos excipientes pueden encontrar uso
en realizaciones particulares de la invencion, por ejemplo formulaciones en las que son ventajosos un agente de
carga o lioprotectores. Estas realizaciones a modo de ejemplo no excluyen el uso de agentes de carga o
lioprotectores conocidos adicionales, o bien solos o bien en combinacién con manitol o sacarosa.

Tal como se evidencia mediante la seccion experimental de esta descripcion, la Tm tal como se determina mediante
TSA sirve como indicador valioso de la estabilidad de los agentes de unién a vWF usados en la invencion.

5.8.2 Estabilidad con respecto a la tension mecanica

Las formulaciones de la invencién se caracterizan por una alta estabilidad con respecto a la tensién mecanica, tal
como tension por agitacion, remociéon o cizalladura. Un posible ensayo para evaluar la estabilidad bajo tensién
mecanica es monitorizar la sefial de dispersion a 500 nm en un espectrofluorémetro o por medio de
espectrofotometria UV, por ejemplo a 340 nm. Un aumento en la dispersién o absorcién UV refleja la formacién de
agregados. Cuando se forman agregados (HMW), el aumento a lo largo del tiempo sigue una curva lineal para la
que puede determinarse una pendiente (intensidad de dipsersién/tiempo o unidades de absorbancia/s).
Preferiblemente, las formulaciones de la presente invencion se caracterizan por una pendiente de menos de 0,0006,
por ejemplo menos de 0,0005, por ejemplo entre 0 y 0,0004 (véanse las figuras 4A y B).

Las formulaciones que comprenden tampones citrato se prefieren particularmente y tienen un efecto positivo sobre
la recuperacién de proteina tras por ejemplo agitacién tal como se definid anteriormente. Por ejemplo, la
recuperacion de masa es de al menos el 90%, el 95%, el 98% o el 100%. La recuperacién de proteina se determina
en comparacion con el contenido en proteina total antes de someter a tension la muestra, por ejemplo mediante
agitacion. Las formulaciones que comprenden tampones fosfato dan como resultado una recuperacion de al menos
el 75%, el 80%, el 85% o incluso mas tras la agitacion tal como se definié anteriormente.

A una concentracion a modo de ejemplo, no limitativa de 5 mg/ml, las formulaciones de la invencién sélo forman
agregados reversibles en respuesta a la agitacién en ausencia de Tween. Por tanto, las formulaciones de la
invencion impiden la formacion de agregados irreversibles bajo tension mecanica. Por consiguiente, en una
realizacién adicional de la invencion, las formulaciones de la invencién pueden comprender un detergente no iénico
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tal como se definié anteriormente, por ejemplo Tween-80, por ejemplo a una concentracion tal como se definié
anteriormente, por ejemplo entre el 0,01% y el 0,02% (v/v). La adicién del detergente puede mejorar ademas la
estabilidad fisica de la formulacién. Por ejemplo, a una concentracion a modo de ejemplo no limitativa de 5 mg/ml, la
adicion del detergente puede impedir la formacion de agregados (reversibles e irreversibles) tal como se determina
por ejemplo monitorizando la sefal de dispersion a 500 nm en un espectrofluorometro o mediante
espectrofotometria UV (340 nm) (figuras 4A y B).

La estabilidad fisica de las formulaciones de la presente invencién también puede demostrarse mediante SE-HPLC.
Diferentes formulaciones no limitativas de dominios variables individuales de inmunoglobulina de la presente
invencion pueden soportar tension mecanica, por ejemplo tension por agitacion, sin formar oligbmeros (HMW) o
productos de degradacién (LMW). Las formulaciones de la invencién permanecen estables sin degradacion u
oligomerizacion, tal como se determina por ejemplo tras 1,5 horas de agitacion mediante analisis de SE-HPLC.

No se detecta oligomerizaciéon ni degradacién (por ejemplo tal como se determina mediante el perfil de RP-HPLC
(s6lo degradacion) o SE-HPLC) en ninguna de las formulaciones. Por tanto, segin una realizacion preferida de la
invencion, las formulaciones comprenden un tamp6n citrato y muestran una recuperacion de al menos el 70%, el
75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 98% o incluso aproximadamente el 100%, por ejemplo en condiciones
descritas anteriormente, en las que la recuperacion se determina por ejemplo mediante RP-HPLC o SE-HPLC en
comparaciéon con una muestra no sometida a tension. Ventajosamente, el excipiente en el contexto de un tampén
citrato puede ser sacarosa, y la recuperacion tal como se definié anteriormente es de al menos el 80%, el 85%, el
90%, el 95%, el 98% o incluso aproximadamente el 100%.

5.8.3 Pruebas de estabilidad de formulaciones liquidas
5.8.3.1 Estabilidad en almacenamiento

Las formulaciones liquidas de la invencion proporcionan buena estabilidad cuando se almacenan, por ejemplo a una
temperatura de -70°C, -20°C, +5°C, +25°C o +40°C, por ejemplo durante 1-36 meses, tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12, 18,
24, 30 6 36 meses. El resultado mas ventajoso puede obtenerse con formulaciones basadas en tamp6n citrato tal
como se ejemplifica en la tabla 5.

El experto en la técnica reconocera ademas que el almacenamiento a +25°C, y mas en particular +40°C representan
condiciones de almacenamiento con tension. Se espera que tales condiciones aumenten y aceleren cualquier signo
de inestabilidad, por ejemplo inestabilidad quimica o fisica. Por tanto, un almacenamiento relativamente corto a por
ejemplo +25 o +40°C proporciona una buena indicacion de la estabilidad en almacenamiento a largo plazo en
condiciones mas suaves (por ejemplo +5°C o congelado).

5.8.3.2 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a recuperacion de proteina

Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion proporcionan una recuperacion de proteina de al menos el
95%, por ejemplo al menos el 96, el 97, el 98, el 99 o incluso aproximadamente el 100% tras el almacenamiento a
una temperatura de entre -70°C y +40°C. La recuperacion de proteina puede determinarse mediante cualquier medio
conocido para cuantificar proteinas, por ejemplo mediante RP-HPLC o SE-HPLC, tal como se ejemplifica en la tabla
5 en comparacion con una muestra de referencia mantenida a -70°C. Estos resultados pueden observarse por
ejemplo tras el almacenamiento a la temperatura indicada de 1 mes, 1,5 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 12
meses, 18 meses, 24 meses, 30 meses o incluso a los 36 meses.

5.8.3.3 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a derivados quimicos/productos de degradacion

Ademas, las formulaciones de la presente invencién minimizan la produccion de derivados quimicos, por ejemplo
variantes de piroglutamato, de menos del 5,0% de tamario de pico tal como se determina por ejemplo mediante RP-
HPLC (véase la tabla 5). En este tipo de andlisis, el area de un pico dado se compara con el area total del
cromatograma, y se asigna un area relativa a cada pico. El experto en la técnica conoce medios de analisis
adecuados, por ejemplo software adecuado, para analizar los cromatogramas (los ejemplos especificos, no
limitativos incluyen el sistema de HPLC Agilent 1200 equipado con el software ChemStation (Agilent Technologies,
Palo Alto, EE.UU., Rev B) o el sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 equipado con el software Chromeleon
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EE.UU., V6.8). Por tanto, preferiblemente, la variante de piroglutamato
contribuye a un area de pico de menos del 5%, preferiblemente menos del 4,6%, por ejemplo el 4,5, el 4,3, el 4,2, el
4,0 o incluso menos del 3,8% tal como se determina mediante RP-HPLC tras el almacenamiento a temperaturas de
entre -70°C y +40°C, por ejemplo +40°C, por ejemplo tras el almacenamiento durante una duracion definida
anteriormente, por ejemplo 1 mes.

Las formulaciones de la presente invencién también minimizan la oxidacion, tal como la formacién de productos
oxidados (tal como se determina por ejemplo mediante RP-HPLC) a lo largo de un periodo de almacenamiento tal
como se definié anteriormente, por ejemplo 1 mes a una temperatura de entre -70°C y +40°C (véase la tabla 5). Por
tanto, las formulaciones de la presente invencion dan como resultado variantes de oxidacion con un area de pico de
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menos del 3%, preferiblemente menos del 2,7%, preferiblemente menos del 2,5%, por ejemplo menos del 2,3%, el
2,2%, por ejemplo el 2,0, o incluso menos tal como el 1,7% o el 1,5% tras el almacenamiento a temperaturas de
entre -70°C y +40°C, por ejemplo +40°C, por ejemplo tras el almacenamiento durante una duracién tal como se
definié anteriormente, por ejemplo 1 mes (tal como se determina por ejemplo mediante RP-HPLC).

5.8.3.4 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a oligomerizacion

Las formulaciones de la invencion también proporcionan estabilidad en almacenamiento, de manera que no se forma
material oligomérico soluble aparente (tal como se define por ejemplo mediante SE-HPLC) a temperaturas de
almacenamiento de entre -70°C y +40°C, tras duraciones de almacenamiento definidas anteriormente, por ejemplo 1
mes; o se forma menos del 1%, preferiblemente menos del 0,5%, por ejemplo el 0,3% de material oligomérico
soluble (tal como se define por ejemplo mediante SE-HPLC) a temperaturas de almacenamiento de entre -70°C y
+40°C, por ejemplo +40°C, tras duraciones de almacenamiento definidas anteriormente, por ejemplo 1 mes.

La presente invencion tiene también el efecto de proporcionar un indice de agregacion tal como se determina
mediante valores de absorbancia [(100xA340)/(A280-A340)] que permanecen por debajo de 0,15, preferiblemente
por debajo de 0,1 tras el almacenamiento a -70°C o +40°C durante un almacenamiento de una duracién definida
anteriormente, por ejemplo 1 mes.

5.8.3.5 Estabilidad en almacenamiento tal como se refleja en la recuperacion del producto principal

Las formulaciones de la invencion tienen el efecto de que el area de pico de producto principal, tal como se
determina por ejemplo mediante RP-HPLC (véase la tabla 5) es de aproximadamente el 90% tras el almacenamiento
entre -70°C y +40°C tras una duracion de almacenamiento indicada anteriormente, por ejemplo 1 mes; o el pico de
producto principal, tal como se determina por ejemplo mediante RP-HPLC (véase la tabla 5) es de al menos el 85%,
0 mas, tal como el 86%, el 87% o el 88%. Mas preferiblemente, el pico principal es el 90%, el 92% o el 95%, por
ejemplo al menos el 97%, mas preferiblemente el 100% tras el almacenamiento entre -70°C y +40°C, por ejemplo
+40°C tras una duraciéon de almacenamiento indicada anteriormente, por ejemplo 1 mes; o el pico de producto
principal, tal como se determina por ejemplo mediante SE-HPLC es al menos el 85%, al menos el 90%,
preferiblemente al menos el 95%, por ejemplo al menos el 98% o incluso aproximadamente el 100% tras el
almacenamiento entre -70°C y +40°C, por ejemplo +40°C, tras una duracion de almacenamiento indicada
anteriormente, por ejemplo 1 mes.

Las formulaciones segun la presente invencidn tienen también el efecto de que el area de pico principal tal como se
determina mediante RP-HPLC tras el almacenamiento por ejemplo a una concentracién de hasta 20 mg/ml a entre
-70°C y +25°C durante entre 1 y 3 meses permanece sin cambios en comparaciéon con la formulacion antes del
almacenamiento, y representa al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95% de los picos totales, en las
que la muestra de referencia tiene un pico principal de por ejemplo el 95%. Tras el almacenamiento a +40°C durante
1 mes la formulacién de la presente invencidn retiene el pico principal tal como se determina mediante RP-HPLC de
al menos el 80%, el 85% o el 90%; tras el almacenamiento durante 2 meses de al menos el 80% o el 85%, y tras el
almacenamiento durante 3 meses de al menos el 75% o el 80%.

Ademas, tal como se determina mediante clEF, la formulacion de la presente invencion tiene el efecto de
proporcionar recuperacion del producto principal tras el almacenamiento a una concentraciéon de por ejemplo hasta
20 mg/ml durante entre 1-3 meses a una temperatura de entre -70°C y +40°C que es comparable a la muestra de
referencia (formulacién sin almacenamiento, el pico principal es de al menos el 98%), por ejemplo el pico principal es
al menos el 85%, o mas, tal como el 86%, el 87% o el 88%. Mas preferiblemente, el pico principal es el 90%, el 92%
o el 95%, por ejemplo al menos el 97%, mas preferiblemente el 100% tras el almacenamiento entre -70°C y +40°C.

5.8.3.6 Estabilidad en condiciones de congelacion-descongelacion

Ademas de proporcionar estabilidad de las formulaciones en condiciones de almacenamiento que permanecen
contantes a lo largo del tiempo (por ejemplo almacenamiento a +5°C), o incluyen un unico ciclo de FT (por ejemplo
almacenamiento a -20°C o -70°C), un efecto adicional de la invencién es la estabilidad en condiciones de ciclos de
FT repetidos. Cada transicién entre estado liquido y congelado y viceversa impone condiciones particularmente
estresantes sobre los dominios variables individuales de inmunoglobulina.

Las formulaciones de la invencion tienen también el efecto de proporcionar buena estabilidad en condiciones de FT.
Por ejemplo las formulaciones de la invencién pueden someterse a por ejemplo 10 ciclos de FT entre -70°C y
temperatura ambiente (por ejemplo +25°C), o -20°C y temperatura ambiente. Los dominios variables individuales de
inmunoglobulina comprendidos en las formulaciones soportaran estas condiciones sin deterioro significativo, tal
como se determina por ejemplo mediante RP-HPLC o SE-HPLC. Se evalué el efecto de ciclos de FT repetitivos
sobre diferentes realizaciones no limitativas de formulaciones de la invencién, y revelan que en todos los casos se
ha conservado la integridad quimica y fisica de los agentes de uniéon a vVWF, por ejemplo dominios variables
individuales de inmunoglobulina. La recuperacion global estaba en el intervalo entre el 95 y el 100%, preferiblemente
al menos el 95, el 98 o el 99%. La proporcion relativa de los diferentes picos permanecié sin cambios en
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comparacién con un control sometido a sélo un ciclo de FT.

Mas especificamente, a una concentracion de entre 5 mg/mly 20 mg/ml, 10 ciclos de FT dieron como resultado una
recuperacion (tal como se determin6 basandose en por ejemplo el area de pico total, es decir AU de polipéptido, tal
como se determina mediante o bien RP-HPLC o bien SE-HPLC que es de al menos el 90%, el 95%, el 98% o el
100%; en la que en una realizacién particular el perfil de RP-HPLC o SE-HPLC estaba sin cambios en comparacion
con una muestra de referencia (1 ciclo de FT).

5.8.3.7 Estabilidad en cuanto a potencia

El experto en la técnica conoce diversos modos para determinar la potencia de agentes de unién a vVWF, en
particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, mas especificamente polipéptidos segin una
cualquiera de SEQ ID NO: 1-19, por ejemplo SEQ ID NO: 1 (véase, por ejemplo, la secciéon experimental del
documento W02006/122825, por ejemplo los ejemplos 3-6, 18 y 19, o la seccién experimental del documento
WO02009/115614).

En una realizacion, la potencia del polipéptido usado en la presente invencion puede determinarse mediante la union
a su antigeno mediante un ensayo convencional, por ejemplo ELISA, Biacore, RIA, FACS, etc.

La potencia de los agentes de union a vVWF siguié siendo aceptable en las formulaciones de la invencion tal como se
sometié a prueba en condiciones con tension, es decir 4 semanas de almacenamiento a +40°C.

5.8.3.8 Estabilidad en cuanto a compatibilidad

Las formulaciones de la presente invencién también son compatibles con una gama de diferentes diluyentes. Por
ejemplo, las formulaciones pueden mezclarse/diluirse con tales diluyentes, sin afectar a la estabilidad fisica y
quimica de los dominios variables individuales de inmunoglobulina.

Por tanto, las formulaciones de la presente invencién también proporcionan estabilidad a lo largo de un amplio
intervalo de concentraciones, tal como se define en el presente documento.

5.8.3.9 Sumario de efectos estabilizantes

Las formulaciones de la presente invencion tienen el efecto de mantener la integridad quimica y fisica de los
polipéptidos usados en la presente invencién incluso tras un almacenamiento prolongado, por ejemplo durante
duraciones definidas anteriormente, a temperaturas de entre -70°C y +25°C.

El almacenamiento de dominios variables individuales de inmunoglobulina tal como se definen en el presente
documento, en particular ALX-0081 a -70°C durante 1 mes no afecté a sus caracteristicas fisicoquimicas para
cualquiera de las formulaciones de la invencion, en particular los ejemplos no limitativos de tampones sometidos a
prueba en la seccién experimental. El almacenamiento no tuvo un efecto significativo sobre los perfiles de RP-HPLC,
SE-HPLC o clEF.

5.8.4 Pruebas de estabilidad de formulaciones liofilizadas

Ademaés, la invencion proporciona formulaciones estables de los agentes de unién a vVWF tal como se definen en las
reivindicaciones, por ejemplo SEQ ID NO: 1-19, preferiblemente que comprenden SEQ ID NO: 1, que son
particularmente Utiles para la liofilizacion. Las formulaciones de la invencién dieron como resultado una solubilidad
mejorada y estabilidad en almacenamiento mejorada tras la liofilizaciéon.

5.8.4.1 Estabilidad en almacenamiento

Las formulaciones de la invencion pueden proporcionar una buena estabilidad tras la liofilizacién cuando se
almacenan, por ejemplo a una temperatura de -70°C, -20°C, +5°C, +25°C o +40°C, por ejemplo durante 1-36 meses,
tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30 6 36 meses. Los resultados mas ventajosos pueden obtenerse con
formulaciones basadas en tampon citrato, por ejemplo las formulaciones 3 y 7 tal como se ejemplifica en la seccién
experimental (por ejemplo buena formacién de la torta y sin signos visuales de deterioro, figura 6). El experto en la
técnica puede reconocer que en la discusién a continuacién los valores preferidos reflejan composiciones de tampén
citrato, por ejemplo tal como se ejemplifican en la tabla 8.

El experto también reconocera que el almacenamiento a +25°C, y mas en particular +40°C representan condiciones
de almacenamiento con tensiéon. Se espera que tales condiciones aumenten y aceleren cualquier signo de
inestabilidad, por ejemplo inestabilidad quimica o fisica. Por tanto, un almacenamiento relativamente corto a por
ejemplo +25°C o +40°C proporciona una buena indicacién de la estabilidad en almacenamiento prolongada en
condiciones mas suaves (por ejemplo +5°C o congelado).
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5.8.4.2 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a recuperacion de proteina

Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion proporcionan una recuperacion de proteina tras la
liofilizacion de al menos el 95%, por ejemplo al menos el 96, el 97, el 98, el 99 o incluso aproximadamente el 100%
tras el almacenamiento a una temperatura de entre -70°C y +40°C. La recuperacién de proteina puede determinarse
mediante cualquier medio conocido para cuantificar proteinas, por ejemplo mediante el contenido, RP-HPLC o SE-
HPLC. Estos resultados pueden observarse por ejemplo tras el almacenamiento a la temperatura indicada de 1-36
meses, tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30 6 36 meses.

5.8.4.3 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a derivados quimicos/productos de degradacion

Ademas, las formulaciones de la presente invencion pueden prevenir y minimizar la producciéon de derivados
quimicos tras la liofilizacién, tal como se confirma mediante por ejemplo mediante SE-HPLC.

5.8.4.4 Estabilidad en almacenamiento en cuanto a oligomerizacion

Las formulaciones de la invencion pueden proporcionar también estabilidad en almacenamiento tras la liofilizacion,
de manera que no se forma material oligomérico soluble aparente (tal como se define por ejemplo mediante SE-
HPLC) a temperaturas de almacenamiento de entre -70°C y +40°C, tras duraciones de almacenamiento definidas
anteriormente, por ejemplo 1 mes; o se forma menos del 1%, preferiblemente menos del 0,5%, por ejemplo el 0,3%
de material oligomérico soluble (tal como se define por ejemplo mediante SE-HPLC) a temperaturas de
almacenamiento de entre -70°C y +40°C, por ejemplo +40°C, tras duraciones de almacenamiento definidas
anteriormente, por ejemplo 1-36 meses, tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30 6 36 meses.

5.8.4.5 Estabilidad en almacenamiento tal como se refleja en la recuperacion de producto principal

Las formulaciones de la invencion también pueden tener el efecto de que tras la liofilizacion el pico de producto
principal, tal como se determina por ejemplo mediante SE-HPLC (véase la tabla 18 y las tablas 27-29) es de
aproximadamente el 100% tras el almacenamiento entre -70°C y +40°C tras una duracién de almacenamiento tal
como se indicé anteriormente, por ejemplo 1, 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses; 0 el pico de producto principal, tal como se
determina por ejemplo mediante SE-HPLC (véase la tabla 18 y las tablas 27-29) es de al menos el 85%, o mas, tal
como el 86%, el 87% o el 88%. Mas preferiblemente, el pico principal es el 90%, el 92% o el 95%, por ejemplo al
menos el 97%, mas preferiblemente el 100% tras el almacenamiento entre -70°C y +40°C, por ejemplo +25°C tras
una duracién de almacenamiento tal como se indicé anteriormente, por ejemplo 1, 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses; o el
pico de producto principal, tal como se determina por ejemplo mediante SE-HPLC es de al menos el 85%, al menos
el 90%, preferiblemente al menos el 95%, por ejemplo al menos el 98% o incluso aproximadamente el 100% tras el
almacenamiento entre -70°C y +40°C, por ejemplo +40°C, tras una duracién de almacenamiento tal como se indico
anteriormente, por ejemplo 1, 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses.

Las formulaciones segun la presente invencién tienen también el efecto de que tras la liofilizacién el pico principal tal
como se determina mediante RP-HPLC tras el almacenamiento por ejemplo a una concentracion de 12,5 mg/ml a
entre -70°C y +40°C durante entre 1 y 12 meses permanece sin cambios en comparacion con la formulacion antes
del almacenamiento, y representa al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 93% de los picos totales, en el
que la muestra de referencia tiene un pico principal de por ejemplo el 93% (véase la tabla 15). Tras el
almacenamiento tras la liofilizacion a +40°C durante hasta 12 meses, la formulacion de la presente invencion retiene
el pico principal tal como se determina mediante RP-HPLC de al menos el 91%, el 92% o el 93%.

Ademas, tal como se determina mediante clEF (véanse las tablas 27-29), las formulaciones de la presente invencién
tienen el efecto de proporcionar tras la liofilizacién la recuperacion del producto principal tras el almacenamiento a
una concentracion de por ejemplo 12,7 mg/ml durante entre 1-24 meses a una temperatura de entre -70°C y +40°C
que es comparable con la muestra de referencia (formulacién sin almacenamiento, el pico principal es al menos el
96%), por ejemplo el pico principal es al menos el 85%, o mas, tal como el 86%, el 87% o el 88%. Mas
preferiblemente, el pico principal es el 90%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95% o el 96%, por ejemplo al menos el 97%,
mas preferiblemente el 100% tras el almacenamiento entre -70°C y +40°C.

5.8.4.6 Estabilidad en condiciones de congelacion-descongelacion

Las formulaciones de la invencién tienen también el efecto de proporcionar buena estabilidad tras la liofilizacion en
condiciones de FT. Por ejemplo las formulaciones de la invencion pueden someterse a por ejemplo 5 ciclos de FT
entre -20°C y temperatura ambiente (por ejemplo +25°C). Los dominios variables individuales de inmunoglobulina
comprendidos en las formulaciones soportaran estas condiciones sin deterioro significativo, tal como se determina
por ejemplo mediante RP-HPLC o SE-HPLC. En todos los casos, se ha conservado la integridad fisica y quimica de
los agentes de uniéon a vVWF, por ejemplo dominios variables individuales de inmunoglobulina. La recuperacion global
estaba en el intervalo entre el 95 y el 100%, preferiblemente al menos el 95, el 98 o el 99% en comparacién con una
muestra de control liquida almacenada a -70°C.
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Mas especificamente, a una concentracion de 16 mg/ml, 5 ciclos de FT dieron como resultado una recuperacion (tal
como se determina basandose en por ejemplo el area total, es decir AU) de polipéptido, tal como se determina
mediante o bien RP-HPLC o bien SE-HPLC que es de al menos el 90%, el 95%, el 98%, el 99% o el 100%; en el
que en una realizacion particular el perfil de RP-HPLC o SE-HPLC permanecia sin cambios en comparacion con una
muestra de referencia (muestra de control liquida almacenada a -70°C) (véase la tabla 12).

5.8.4.7 Estabilidad en cuanto a potencia

El experto en la técnica conoce diversos modos para determinar la potencia de agentes de unién a vWF, en
particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, mas especificamente polipéptidos segun una
cualquiera de SEQ ID NO: 1-19, por ejemplo SEQ ID NO: 1 (véase, por ejemplo, la secciéon experimental del
documento W02006/122825, por ejemplo los ejemplos 3-6, 18 y 19, o la seccién experimental del documento
WO2009/115614). La potencia de los agentes de union a vWF tras la liofilizaciéon no se vio afectada tras ciclos de FT
repetidos en las formulaciones. En particular, la potencia de agentes de union a vVWF permanecié estable en las
formulaciones de la invencién tal como se sometié a prueba en condiciones con tension, es decir hasta 12 meses de
almacenamiento a +40°C (tabla 23) e incluso hasta 24 meses de almacenamiento a +40°C (tabla 29). En una
realizacién, la potencia del polipéptido usado en la presente invencion tras la liofilizacion puede determinarse
mediante unién a su antigeno mediante un ensayo convencional, por ejemplo ELISA, Biacore, RIA, FACS, etc. Mas
especificamente, en las formulaciones de la presente invencidén al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%,
mas preferiblemente al menos el 95% o incluso al menos el 99% del agente de unién a vVWF retiene su actividad de
unién tras el almacenamiento en las condiciones de tension anteriores en comparacioén con la actividad de union
antes del almacenamiento.

En un aspecto adicional, las formulaciones de la presente invencién casi no presentan pérdida de actividad bioldgica
cuando se compara la formulacién liquida de ALX-0081 con la formulacion liofilizada, tal como se evalia mediante
diversos ensayos inmunoldgicos incluyendo, pero sin limitarse a ensayo de Biacore, ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), ensayo de actividad de cofactor inducida por ristocetina (RICO) y/o ensayo basado en
Gyrolab (véanse la secciéon 7.13 y la tabla 24).

5.8.4.8 Sumario de efectos estabilizantes

Las formulaciones de la presente invencion tienen el efecto tras la liofilizacién de mantener la integridad fisica y
quimica de los polipéptidos usados en la presente invencion, en particular ALX-0081, es decir incluso tras
almacenamiento prolongado, por ejemplo durante duraciones definidas anteriormente, a temperaturas de entre -
70°C y +40°C, el perfil de pureza/impureza del producto permanece esencialmente sin cambios. Por ejemplo, el
almacenamiento prolongado tras la liofilizacién no tuvo un efecto significativo sobre los perfiles de RP-HPLC, SE-
HPLC o clEF tal como queda respaldado por la seccién experimental.

5.9 Métodos de la invencion

Los agentes de unién a vVWF usados en la invencién pueden producirse mediante cualquier método usado
comunmente. Los ejemplos tipicos incluyen la expresion recombinante en sistemas huésped adecuados, por
ejemplo bacterias o levadura. Los agentes de union a vVWF se someteran a un régimen de purificacién adecuado
antes de formularse segun la presente invencion.

La presente invencién abarca métodos de produccion de las formulaciones tal como se definen en las
reivindicaciones.

Las etapas de purificaciéon y formulacion pueden coincidir, por ejemplo cuando los agentes de uniéon a vWF usados
en la invencion se eluyen de una columna usando un tampdn usado en la presente invencién. Alternativamente, las
formulaciones de la invencién pueden prepararse intercambiando un tamp6n por cualquier medio adecuado, por
ejemplo medios ampliamente usados en la técnica tales como didlisis, ultrafiltracion, etc.

En algunas realizaciones el método de produccion de una formulacion de la invencién también puede referirse a la
reconstitucién de una formulacién liofilizada o secada por pulverizacién, por ejemplo mediante la adicién de agua o
un tampon adecuado (que puede comprender opcionalmente excipientes adicionales).

Los métodos para preparar una formulaciéon segun la presente invencion pueden abarcar etapas adicionales, tales
como llenado de viales adecuados para uso clinico, tales como recipientes sellados y/o confeccionando una forma
unitaria de dosificacion. Los métodos pueden comprender también etapas adicionales tales como secado por
pulverizacién, liofilizacién o congelacién, por ejemplo congelacién a granel. La invencion también abarca los
recipientes, formas unitarias de dosificacion u otros productos obtenibles mediante cualquiera de los métodos tal
como se definen en las reivindicaciones.

Las formulaciones de la presente invencidn pueden usarse para almacenar los agentes de union a vWF, por ejemplo
ISVD tal como se define en el presente documento. Por tanto, la invencién abarca un método de almacenamiento de
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un agente de unién a vWF tal como se define en las reivindicaciones, caracterizado por el uso de una formulacion tal
como se define en el presente documento. Mas especificamente, la divulgacion abarca métodos para estabilizar un
agente de unién a VWF tal como se define en las reivindicaciones para almacenamiento, que comprende por
ejemplo la preparacion de una formulacién tal como se describe en el presente documento. El almacenamiento
puede ser de 1-36 meses, tal como 1, 1,5, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30 6 36 meses, por ejemplo al menos 12 o incluso 24
meses, opcionalmente a una temperatura de entre -70°C y +40°C, tal como -70°C, -20°C, +5°C, +25°C o +40°C,
preferiblemente una temperatura de entre -70°C y +25°C, mas preferiblemente a una temperatura de entre -20°C y
+5°C. Por tanto, el almacenamiento puede abarcar congelacion, secado por congelacion (liofilizacion) y/o secado por
pulverizacién. Los métodos de almacenamiento pueden comprender ademas la evaluacion de la integridad fisica y
quimica de los agentes de uniéon a vVWF tal como se define en el presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a métodos para analizar formulaciones que comprenden al menos uno de
los agentes de union a VWF tal como se definen en el presente documento. Las formulaciones pueden analizarse
para detectar cualquier signo de inestabilidad quimica o fisica de los agentes de unién a vVWF tal como se definen en
el presente documento. Por ejemplo, las formulaciones pueden evaluarse para detectar la presencia de productos de
degradacién, por ejemplo derivados de bajo peso molecular tales como fragmentos proteoliticos; y/o para detectar
derivados quimicos, por ejemplo variantes de piroglutamato; y/o para detectar derivados de alto peso molecular tales
como agregados, aglomerados, etc. La formulacion también puede evaluarse para detectar el contenido en proteina
total y/o la potencia. Cada uno de los diversos métodos de ensayo a los que se hace referencia en el presente
documento puede usarse en el método de andlisis de la presente divulgacion.

Por tanto, la presente divulgacion también se refiere a un método para monitorizar y/o evaluar la calidad y/o
estabilidad de una formulacién, por ejemplo durante uno o mas de fabricacion, almacenamiento y uso. La
divulgacion también se refiere a un método de control de calidad de una formulacion, por ejemplo para evaluar que
la formulacién cumple las especificaciones del producto tal como se describe adicionalmente en el presente
documento. La divulgacion en cualquiera de estos aspectos comprende uno o mas seleccionados de la comparacion
con una o mas muestras de referencia, el analisis de la variacion lote a lote y la monitorizacién en curso de un
proceso de produccion.

La presente invencion se refiere a cualquier producto que esté asociado con las formulaciones de la presente
invencion, por ejemplo porque las comprende, o porque es necesario para su produccién o confeccion, sin ninguna
limitacion.

Por ejemplo, la presente invencion se refiere a un articulo de fabricacion, por ejemplo un recipiente sellado que
comprende una 0 mas de las formulaciones segun la presente invencion. La invencién también se refiere a una
forma de dosificacién unitaria farmacéutica, por ejemplo una forma de dosificacién adecuada para administracion
parenteral a un paciente, preferiblemente un paciente humano, que comprende una o mas de la formulaciéon segun
cualquier realizacion descrita en el presente documento. La forma unitaria de dosificacion puede estar por ejemplo
en el formato de una jeringa precargada, una ampolla, cartucho o un vial. La jeringa, ampolla, cartucho o vial puede
fabricarse de cualquier material adecuado, tal como vidrio o plastico y puede incluir materiales de caucho, tales
como tapones de caucho para los viales y émbolos de caucho y sellos de caucho para jeringas y cartuchos. La
invencion también se refiere a un kit que comprende una o0 mas de las formulaciones segun la presente invencion. El
kit puede comprender ademas instrucciones para su uso y/o un prospecto clinico.

En cualquier realizacion de los productos tal como se definen en el presente documento, la invencién también
abarca la presencia de material de envasado, instrucciones para su uso y/o prospectos clinicos, por ejemplo segun
se requiera por los aspectos regulatorios.

5.10 Definiciones
5.10.1 Identidad

Para los propositos de comparar dos 0 mas secuencias de aminoacidos, el porcentaje de “identidad de secuencia”
entre una primera secuencia de aminodacidos y una segunda secuencia de aminoacidos (también denominada en el
presente documento ‘“identidad de aminoacidos”) puede calcularse dividiendo [el numero de residuos de aminoacido
en la primera secuencia de aminodcidos que son idénticos a los residuos de aminoacido en las posiciones
correspondientes en la segunda secuencia de aminoacidos] entre [el numero total de residuos de aminodcido en la
primera secuencia de aminodcidos] y multiplicando por [100%], en el que cada delecidn, insercion, sustitucion o
adicion de un residuo de aminoacido en la segunda secuencia de aminodacidos, en comparacién con la primera
secuencia de aminodcidos, se considera como una diferencia en un Unico residuo de aminodacido (posicién), es decir
como una “diferencia de aminoacido” tal como se define en el presente documento.

Alternativamente, el grado de identidad de secuencia entre dos 0 méas secuencias de aminoacidos puede calcularse

usando un algoritmo informatico conocido para la alineacién de secuencias tal como NCBI Blast v2.0 usando
parametros convencionales.
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Algunas otras técnicas, algoritmos informaticos y parametros para determinar el grado de identidad de secuencia se
describen por ejemplo en los documentos WO04/037999, EP0967284, EP1085089, WO00/55318, WO00/78972,
W098/49185 y GB2357768-A.

Habitualmente, para el propédsito de determinar el porcentaje de “identidad de secuencia” entre dos secuencias de
aminoacidos segun el método de célculo explicado de manera resumida anteriormente en el presente documento, la
secuencia de aminoacidos con el mayor numero de residuos de amino&cido se tomara como la “primera” secuencia
de aminodcidos, y la otra secuencia de aminoacidos se tomara como la “segunda” secuencia de aminoacidos.

Ademas, al determinar el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos, el experto puede
tener en cuenta las denominadas sustituciones de aminoacidos “conservativas”, que pueden describirse
generalmente como sustituciones de aminoacido en las que un residuo de aminoacido se reemplaza por otro residuo
de aminodcido de estructura quimica similar y que tiene poca o esencialmente ninguna influencia sobre la funcion,
actividad u otras propiedades bioldgicas del polipéptido. Tales sustituciones de aminoacidos conservativas se
conocen bien en la técnica, por ejemplo a partir de los documentos W0O04/037999, GB2357768-A, W(098/49185,
W0O00/46383 y WO01/09300; y los tipos y/o combinaciones (preferidos) de tales sustituciones pueden seleccionarse
basandose en las ensefanzas pertinentes del documento WO04/037999 asi como W098/49185 y de las referencias
adicionales citadas en los mismos. Tales sustituciones conservativas son preferiblemente sustituciones en las que
un aminoacido dentro de los siguientes grupos (a) - (e) se sustituye por otro residuo de aminoacido dentro del mismo
grupo: (a) residuos alifaticos pequefios, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; (b) residuos
polares, cargados negativametne y sus amidas (no cargadas): Asp, Asn, Glu y Gin; (c) residuos polares, cargados
positivamente: His, Arg y Lys; (d) residuos alifaticos grandes, apolares: Met, Leu, lle, Val y Cys; y (e) residuos
aromaticos: Phe, Tyr y Trp. Sustituciones conservativas particularmente preferidas son las siguientes: Ala a Gly o a
Ser; Arg a Lys; Asn a GIn o a His; Asp a Glu; Cys a Ser; GIn a Asn; Glu a Asp; Gly a Ala o a Pro; His a Asn o0 a Gin;
lle alLeuoaVal;Leualle oaVal; Lys a Arg, a GIn 0 a Glu; Met a Leu, a Tyr o a lle; Phe a Met, a Leu o0 a Tyr; Ser a
Thr; Thr a Ser; Trp a Tyr; Tyr a Trp; y/o Phe a Val, a lle o a Leu. Cualquier sustitucion de aminoacido aplicada a los
polipéptidos descritos en el presente documento puede basarse también en el andlisis de las frecuencias de
variaciones de aminoacidos entre proteinas homélogas de diferentes especies desarrollado por Schulz et al.,
Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 1978, en los analisis de potenciales de formacion de estructuras
desarrollados por Chou y Fasman, Biochemistry 13: 211, 1974 y Adv. Enzymol., 47: 45-149, 1978, y en el analisis de
patrones de hidrofobicidad en proteinas desarrollado por Eisenberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 140-144,
1984; Kyte & Doolittle; J Molec. Biol. 157: 105-132, 1981 y Goldman et al., Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353,
1986. Se facilita informacién sobre la estructura primaria, secundaria y terciaria de Nanobodies® en la descripcion
en el presente documento y en la técnica anterior general mencionada anteriormente. Ademas, para este propésito,
la estructura cristalina de un dominio Vux de una llama se facilita por ejemplo por Desmyter et al., Nature Structural
Biology, vol. 3, 9, 803 (1996); Spinelli et al., Nature Structural Biology (1996); 3, 752-757; y Decanniere et al.,
Structure, vol. 7, 4, 361 (1999). Puede encontrarse informacién adicional sobre algunos de los residuos de
aminoacido que en dominios Vu convencionales forman la superficie de contacto VH/VL y posibles sustituciones
camelizantes en estas posiciones en la técnica anterior mencionada anteriormente.

6. Abreviaturas

API Principio farmacéutico activo
clEF Isoelectroenfoque capilar
DLS Dispersion dinamica de la luz
DOE Disefio de experimentos

DP Producto farmacol6gico

DS Sustancia farmacoldgica

FT Congelacién-descongelacion
HMW Alto peso molecular

LMW Bajo peso molecular

MALS Dispersion de luz multiangulo
HR Humedad relativa

RPC Cromatografia de fase inversa
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RP-HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento de fase inversa
SE-HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento de exclusién molecular
SOP Procedimiento de funcionamiento convencional

Tm Temperatura de fusion (°C)

TSA Ensayo de desplazamiento térmico

vWF Factor de von Willebrand

WFI Agua para inyeccién

La invencién se describira adicionalmente ahora por medio de los siguientes aspectos, ejemplos y figuras no
limitativos preferidos:

7. EJEMPLOS

Se disefid un conjunto de experimentos con el fin de obtener un tampén de formulacion mejorado, destinado a
satisfacer una amplia gama de objetivos diferentes y aparentemente incongruentes. En particular, se proporcionan
formulaciones a modo de ejemplo en el presente documento que son capaces de mantener la estabilidad, actividad
biolégica, pureza y calidad de ALX-0081 y esto a lo largo de un periodo de tiempo prolongado, estable a diversas
tensiones tales como congelacion, liofilizacion, calor y/o reconstitucion.

Se ha presentado DS de ALX-0081 contemporanea como una formulacion liquida que contiene 5 mg/ml del principio
farmacéutico activo (API) en un tampdn basado en fosfato (D-PBS) que contiene glicina 200 mM y Tween-80 al
0,02% (v/v), pH 7,1 (DS). Aunque esta formulacién se ha aplicado durante ensayos clinicos iniciales, puede
mejorarse de varias maneras. En primer lugar, la concentracion relativamente baja probablemente necesitaria
multiples inyecciones subcutdneas (suponiendo que el volumen por inyeccion subcutanea se restringe a
aproximadamente 1 ml), reduciendo asi la comodidad de uso para el paciente. En segundo lugar, la estabilidad en
almacenamiento a 3-8°C o temperatura ambiente de la formulacion actual de ALX-0081 es limitada. La vida util de
almacenamiento limitada en la presente formulacion se determina principalmente mediante modificacion quimica
(véase la seccién 7.2). Pueden vincularse modificaciones quimicas con pérdida de potencia. Aunque puede lograse
una vida util de almacenamiento factible almacenando el producto a -20°C, sin embargo esto no se considera una
opcion favorable para la mayoria de los propésitos practicos.

7.1 Métodos

Se analizaron muestras esencialmente segun procedimientos de funcionamiento convencionales para evaluar el
contenido, la potencia y la pureza, precipitacion, concentracién, degradacion, agregacion y potencia. Ademas, todas
las muestras se inspeccionaron visualmente para detectar turbidez o la presencia de agregados proteicos o
precipitacion. El contenido en humedad residual de muestras liofilizadas especificas se determiné por medio de
valoracion de Karl-Fischer.

Se usaron tres programas de liofilizacion diferentes en el presente estudio para secar por congelacion ALX-0081,
una ejecucion de 65 h convencional (figura 1), una ejecucion de 37 h acortada y un ciclo de liofilizacién mas largo de
66 h optimizado para reducir el contenido en humedad residual tal como se describe en la tabla 14.

En resumen, al final de procedimiento de liofilizacion de 37 h acortado, la temperatura de anaquel era de +20°C y se
llevd a -50°C en 2 horas. A continuacion, se credé un vacio de 0,04 mbar en 1 hora. Tras alcanzar el vacio de
0,04 mbar, se mantuvo la temperatura de anaquel a -50°C durante 4 horas. Tras estas 4 horas, se aumento
gradualmente la temperatura hasta 0°C en 15 horas (es decir, etapa de secado primario, que elimina agua
congelada). La temperatura de anaquel de 0°C se mantuvo durante 7 horas mientras se mantenia un vacio de
0,04 mbar. Tras 7 horas, se elevo la temperatura hasta +25°C en 3 horas y posteriormente se mantuvo a 25°C
durante 5 horas (es decir, etapa de secado secundario, que elimina agua no congelada). Se cerraron los viales bajo
un vacio de 0,400 mbar tras lo cual se restablecié la presiéon normal.

Se aplicd el mismo método para la ejecucion convencional de 65 h y sélo difiere en la segunda etapa de secado que
se prolongé con 28 h a +25°C a vacio dando como resultado un tiempo de ciclo total de aproximadamente 65 h. En
la figura 1 se muestra una vision general esquematica de las diferentes etapas en la ejecucion de liofilizacion de 65 h
convencional. Durante el proceso de liofilizacién, se monitorizd la temperatura de producto de tres viales en
posiciones estratégicas. Finalmente, se modificd la ejecucién de 65 h convencional durante la ejecucién segun la
lectura de las sondas de temperatura dando como resultado ciclos de liofilizacion prolongados tal como se describe
en la tabla 14.
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7.2 Estabilidad quimica de la formulacién de ALX-0081 contemporanea

RP-HPLC es uno de los métodos mas informativos para evaluar la estabilidad quimica de una sustancia
farmacéutica (DS).

RP-HPLC resolvié la DS ALX-0081 en varias especies diferentes. Ademas del pico principal, pudieron discernirse
picos anteriores (sustancia que eluye antes del material intacto sin modificar) y varios picos posteriores. En los lotes
producidos hasta ahora, los picos previos y pico posterior 1 representaron de manera consistente aproximadamente
el 2% y el 3,6% de la DS respectivamente, mientras que los otros picos posteriores representaron menos del 1% del
DS.

Sin embargo, durante el almacenamiento en condiciones aceleradas (+5°C) o con tensién (+25°C y +37°C/+40°C), la
abundancia relativa de ciertas variantes relacionadas con el producto aument6 con el tiempo y la temperatura, tal
como se muestra en la figura 2A. Ademas, el pico principal de RP-HPLC parece dividirse en varias especies
diferentes durante la incubacion prolongada, especialmente a temperaturas elevadas (= +25°C) (figura 2B). Los
datos indican que algunas especies moleculares nuevas que eluyen antes se generan durante el almacenamiento.

Las modificaciones mas importantes que estaban presentes en DS ALX-0081 en el momento de la fabricacion o que
surgieron durante el almacenamiento son las siguientes: (i) pico anterior 1 (oxidacion); (ii) pico posterior 1 (variante
de nor-leu); (iii) pico posterior 2 (formacién de piroglutamato) y (iv) division del pico principal (isomerizacion). Las
modificaciones (i), (ii) y (iii) no afectaron significativamente a la potencia (datos no mostrados). En cambio, se
demostré que la isomerizacion de los residuos de acido aspartico en las posiciones 105 y 236 de SEQ ID NO: 1, que
se encuentran en la regién CDRS3, es el mecanismo molecular predominante subyacente a una posible pérdida de
potencia de ALX-0081 (véase (iv) anteriormente).

Algunas de las variantes relacionadas con el producto de ALX-0081, presentes en el momento de la fabricacion o
que surgen durante el almacenamiento, también podrian detectarse por clEF. Este fue el caso de la modificacion de
piroglutamato que aparecié como un pico posterior (véase (iii) anteriormente). Ademas, de manera similar a lo que
se observo en el analisis de RP-HPLC, los eventos de isomerizacién en la posicion 105 en ambos dominios
12A02H1 dieron como resultado un ensanchamiento del pico principal y finalmente la division del pico principal de
clEF (véase (iv) anteriormente).

7.3 Examen de tampones y excipientes.

Con el fin de desarrollar adicionalmente la formulacién de los agentes de union a vVWF, se disefid un conjunto
complejo de experimentos que elaboran diversos parametros que se influyen todos entre si, incluyendo (i) diferentes
tampones, (ii) a diferentes concentraciones, (iii) cada tampdn a distintos pH; y (iv) cada uno combinado con
diferentes excipientes.

Los sistemas de tampdn deben tener una capacidad de tamponamiento tan baja como sea posible, para no
perturbar significativamente el sistema de tamponamiento del cuerpo cuando se inyecta. Ademas, el tipo de tampén
y la concentracién en la actividad del principio farmacéutico activo (API) deben evaluarse con mucho cuidado.

En general, niveles aumentados de estabilidad de proteinas se han atribuido a altas temperaturas de fusion. Por
consiguiente, se monitorizaron las propiedades térmicas de ALX-0081 en presencia de diversas composiciones. En
particular, se realizé un experimento con TSA en 192 formulaciones isotdnicas diferentes, para lo cual los resultados
se incorporaron a un disefio de experimentos (DOE) para evaluar el efecto del tampodn, la concentracion, la fuerza
ionica, el pH y los excipientes sobre la estabilidad térmica de ALX 0081. La lectura fue la temperatura de fusién (Tm)
de ALX-0081, que es indicativa de la estabilidad térmica de la proteina en las diversas composiciones sometidas a
prueba.

Brevemente, el ensayo de desplazamiento térmico (TSA) empleado sigue los cambios de sefal de un colorante de
fluorescencia, como Sypro Orange, mientras que la proteina experimenta un desplegamiento térmico. Cuando se
agrega Sypro Orange a una disolucion de proteina correctamente plegada, no puede unirse a ninguna superficie de
la proteina y su sefal de fluorescencia se extingue. Cuando la temperatura aumenta, la proteina experimenta un
desplegamiento térmico y expone su regién central hidréfoba. Sypro Orange se une entonces a las regiones
hidro6fobas y no se extingue, lo que da como resultado el aumento de la sefial de fluorescencia. El ensayo se realizd
en disoluciones que contenian diferentes formulaciones que van a analizarse, ALX-0081 a 0,2 mg/ml y 10x Sypro
Orange. El programa consistié en los siguientes pasos: calentar hasta 37°C a una velocidad de rampa de 4,4°C/s y
mantener durante 10 s; calentar hasta 90°C a una velocidad de rampa continua de 0,02°C/s (20 adquisiciones por
°C); y enfriar hasta 37°C a una velocidad de rampa de 2,2°C/s y mantener durante 10 s.

El siguiente conjunto de tampones con concentraciones variables (10-200 mM), valores de pH y excipientes se
exploraron en el presente documento:
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- citrato pH 6,0-6,5-7,0
- histidina pH 5,5-6,0-6,5
- fosfato pH 6,5-7,0-7,5
- Tris-HCI pH 7,4-7,7-8,0
- NaCl Intervalo de concentracion de 0-140 mM
- glicina Intervalo de concentracion de 0-270 mM
- manitol Intervalo de concentracion de 0-270 mM
- sacarosa Intervalo de concentracion de 0-270 mM
- trehalosa Intervalo de concentracion de 0-270 mM

Las temperaturas de fusion (Tm) obtenidas se importaron en el programa Design Expert para el andlisis del
experimento de examen factorial para predecir 50 formulaciones que dieron como resultado la mayor estabilidad
térmica (véase la tabla 1).

Los valores mas altos de Tm se predijeron para fosfato (pH 7,0-7,5) y citrato (pH 6,2-7,0) que contiene trehalosa,
sacarosa, manitol o glicina. De forma totalmente inesperada, los resultados del estudio sugieren que los tampones
basados en Tris-HCI (pH 7,8-8,0) e histidina-HCI (pH 6,5) regresan a temperaturas de fusion significativamente mas
bajas, aunque previamente se eligieron como el sistema de tamp6n de eleccion para controlar el pH de la disolucion
de dominios variables individuales de inmunoglobulina tal como se describe en el documento W0O2010/077422.

Por consiguiente, se llegé a la conclusion de que las formulaciones de fosfato y citrato que contenian trehalosa,
sacarosa, glicina o manitol, tienen un rendimiento especialmente bueno en la estabilizaciéon de los agentes de unién
a VWF, por ejemplo ALX-0081.

7.4 Pruebas de solubilidad

Con el fin de evaluar si la solubilidad de ALX-0081 podria mejorarse ain mas, se realizd un examen inicial en varias
formulaciones. Se sometié6 ALX-0081 a intercambio de tampdn a la formulacion de interés (excluyendo Tween-80) y
se concentrd adicionalmente en una celda de agitacién (por ejemplo, tipo Amicon) equipada con un filiro de corte de
5 kDa. Tan pronto como se produjo precipitacién o turbidez visible, la muestra se filtré y se midié la concentracion de
proteina. La tabla 2 muestra un resumen de los resultados obtenidos.

La concentracién en tampones basados en fosfato e histidina dio como resultado turbidez de la muestra y formacion
de precipitacion a concentraciones de proteina relativamente bajas (< 10 mg/ml). En cambio, ALX-0081 permanecié
fisicamente estable en tampon de citrato, incluso después de alcanzar una concentracion de ~56 mg/ml. Ademas de
la inspeccion visual, se confirmé la ausencia de materia particulada o especies de HMW mediante microscopia de
fluorescencia (tincion con Nile Red, mediante SE-HPLC y DLS). Ademas, someter la disolucién de [66 mg/ml a o
bien 10 ciclos de FT a -20°C o -70°C, o bien almacenamiento a +4°C durante aproximadamente 1 semana no
pareci6 afectar a la estabilidad fisica de la molécula tal como se evidencia mediante analisis de SE-HPLC (véanse
las figuras 3A y 3B respectivamente).

La comparativamente alta solubilidad de ALX-0081 en el tampdn citrato se corroboré mediante un ensayo de
precipitacion con PEG (datos no mostrados).

7.5 Tween-80

Para determinar si el tensioactivo no idnico polisorbato, también denominado Tween, (monolaurato de polioxietileno
(N) sorbitano; en el que N = 20, 40, 60, 65, 80 u 85) se requiere en la formulacion de ALX-0081, se realizaron varios
experimentos de tensién por agitacion en tampdn citrato 50 mM a pH 6,0 y 6,5. Se evalu6 el efecto de las diferentes
concentraciones de Tween-80 (sin Tween-80 frente al 0,01% frente al 0,02% (v/v)) sobre la estabilidad fisica de
ALX-0081 a 5 mg/ml monitorizando la sefal de dispersién a 500 nm en un espectrofluorémetro.

Tween-80 evitdé un aumento en la sefal de dispersion en ambos tampones, lo que demuestra su efecto protector
(figuras 4A y 4B). No se observaron diferencias significativas entre muestras que contienen el 0,01% o el 0,02% de
Tween-80 (v/v). Ademas, los perfiles de SE-HPLC de las muestras antes y después de la agitacién no mostraron
diferencias: se logré una recuperacién del 95-100% y no pudo detectarse oligomerizacion o degradacion.

Basandose en estos resultados, se decidi6 incluir Tween-80 al 0,01% (v/v) en la formulacién de agentes de unién a
VWEF, por ejemplo ALX-0081.
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7.6 Tween

Con el fin de determinar si los otros miembros en la gama de polisorbato, que difieren en la longitud de la cadena de
polioxietileno y el resto éster de acido graso, por ejemplo Tween-20, Tween-40, Tween-60, Tween-65 y Tween-85 se
requieren en la formulacion de agentes de unién anti-vWF, se realizan varios experimentos de tensién por agitacién
en tampén de citrato 50 mM a pH 6,0 y 6,5, esencialmente como se describe en la seccion 7.5 anterior. El efecto de
las diferentes concentraciones de los diversos miembros de Tween (sin Tween frente al 0,01% frente al 0,02% (v/v))
sobre la estabilidad fisica del agente de unién a VWF se evalia a 5 mg/ml monitorizando la sefial de dispersion a
500 nm en un espectrofluorémetro.

Tween-20, Tween-40, Tween-60, Tween-65 y Tween-85 dan sustancialmente el mismo resultado beneficioso que
Tween-80.

7.7 Pruebas de estabilidad de formulaciones liquidas.

Se realizé un estudio mas completo para evaluar la estabilidad de ALX-0081 en diferentes formulaciones isotonicas
basadas en citrato a una concentracion de 20 mg/ml. La tabla 3 ofrece una vision general de las diferentes
formulaciones que se sometieron a prueba.

El objetivo principal fue evaluar el efecto del pH (6,0-6,5-7,0) y el tipo de excipiente (NaCl, manitol, sacarosa o
glicina) sobre la estabilidad del producto liquido. Para propésitos de comparaciéon directa y control, el estudio
también incluyé ALX-0081 contemporaneo formulado a 5 mg/ml en D-PBS y glicina (idéntico a la formulacién actual,
excepto por la concentracion méas baja de Tween-80), asi como las diferentes disoluciones isoténicas de ALX-0081
basadas en citrato mencionadas anteriormente pero formuladas a una concentracion de 5 mg/ml en lugar de
20 mg/ml. Conjuntamente, esto dio como resultado 17 formulaciones liquidas diferentes (formulacién n.® 1-17) que
se sometieron a estudios de estabilidad profundos. Para excluir el efecto de las diferencias en la concentraciéon de
Tween, todas las formulaciones contenian un 0,01% de Tween-80 (v/v).

7.7.1 Estabilidad frente a la congelacién y descongelacion

Se evalud el efecto de los ciclos repetitivos de FT sobre la estabilidad de ALX-0081 como una formulacion liquida.
Se sometieron alicuotas de las diferentes formulaciones (0,5 ml/tubo) a hasta 10 ciclos de FT a -70°C o -20°C. Un
ciclo incluia congelacién durante + 20 min seguido de descongelacién durante 5 min en un bafio de agua a +25°C.
Después de este tratamiento, todas las formulaciones permanecieron visiblemente transparentes. Los andlisis de
RP-HPLC mostraron una buena recuperacion (el 95-100%) y no pudo detectarse ninguna diferencia significativa en
el perfil, lo que sugiere que la calidad de los agentes de unién a vVWF, por ejemplo ALX-0081 no se ve afectada por
la congelacion-descongelacién repetida en las 17 formulaciones liquidas diferentes sometidas a prueba.

7.7.2 Estabilidad en almacenamiento

También se evalu6 la estabilidad de las 17 formulaciones diferentes almacenando alicuotas (0,5 ml/tubo) en
condiciones de tension, es decir, +40°C; se incluy6 la condicion de almacenamiento a largo plazo a -70°C como
referencia. Los analisis se centraron en RP-HPLC porque este método se conoce generalmente como un método
particularmente informativo para revelar modificaciones quimicas que se producen durante el almacenamiento
(véase la tabla 4). Esta seccion ofrece una descripcién general de los datos obtenidos después de 1 mes de
almacenamiento; los resultados confirman los hallazgos en los puntos de tiempo anteriores, es decir, después de 1
semana y 2 semanas.

(a) RP-HPLC

Tal como se indicé anteriormente en la seccion 7.2 anterior, el analisis de RP-HPLC resolvié la DS ALX-0081
contemporanea (formulacion de D-PBS/glicina) en algunas variantes relacionadas con el producto e impurezas.
Brevemente, en condiciones de tension (por ejemplo, +40°C), la pureza (% del pico principal) disminuyd
concomitantemente con un aumento en algunos de los picos anteriores/posteriores existentes, asi como la
formacion de otros adicionales.

Los datos de RP-HPLC obtenidos en el presente estudio se resumen en la tabla 5.

En general, los resultados obtenidos indicaron que tuvieron lugar esencialmente las mismas modificaciones en los
diferentes tampones citrato observados en el presente tampdn de formulacién (es decir, D-PBS/glicina), aunque
pudieron observarse algunas diferencias en el area de pico relativa. En particular, el aumento en el area de pico
anterior (oxidacion) fue mas lento en las formulaciones de citrato (especialmente a pH 6,0) en comparacion con la
formulacion de D-PBS/glicina. Con respecto a esta acumulacién de pico anterior, la glicina parece ser la menos
favorable entre los diferentes excipientes. El perfil de los diferentes picos posteriores después del almacenamiento
durante 1 mes a +40°C fue comparable para todas las formulaciones, aunque el segundo pico posterior (es decir, la
variante de piroglutamato) parecia ser méas pronunciada a pH 7,0 que a pH 6,0-6,5. El alcance de la
ampliacion/division del pico principal, el resultado de la isomerizacién de asp, es dificil de cuantificar debido a la
mala resolucion; el porcentaje de area del pico del hombro no pudo estimarse con precision y, por lo tanto, se
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incluydo en el area de superficie relativa notificada en la tabla 5 para el pico principal. No obstante, los
cromatogramas de RP-HPLC correspondientes (datos no mostrados) permitieron realizar una evaluacion cualitativa;
estos datos sugieren que el alcance de la isomerizacién es bastante similar en las diversas formulaciones.

(b) clEF

De manera similar a RP-HPLC, el método de clEF permite la deteccion de ciertas variantes de productos que se
producen durante el almacenamiento en condiciones de tension (véase la seccion 7.2 para detalles). Esto se
ejemplifica en la figura 5, que compara los electroferogramas de ALX-0081 contemporaneo después del
almacenamiento durante un mes a -70°C y +40°C.

Los datos de clEF obtenidos en el presente estudio (datos no mostrados) confirman basicamente las conclusiones
alcanzadas por el andlisis de RP-HPLC, es decir, tiene lugar el mismo tipo de modificaciones aproximadamente en
la misma medida en los diferentes tampones citrato observados en el presente tampon de formulacion, representado
en el presente documento por la formulaciéon 17 tal como se muestra en la figura 5 (es decir, D-PBS/glicina). Sin
embargo, pudieron observarse algunas diferencias en el area de pico relativa. En particular, el pico posterior (es
decir, la variante de piroglutamato) parecia ser mas pronunciado a un pH de 7,0 que a un pH de 6,0 a 6,5, lo que
esta de acuerdo con los hallazgos de RP-HPLC tal como se resumieron anteriormente en la tabla 5.

(c) SE-HPLC

Se realiz6 analisis de SE-HPLC para examinar la estabilidad fisica de ALX-0081, es decir, para detectar especies de
HMW y/o productos de degradacién que podrian haberse formado durante el almacenamiento en condiciones de
tension. Para todas las formulaciones que se sometieron a prueba en este caso, la prueba de tension no parecié
tener un efecto significativo sobre los cromatogramas de SE-HPLC.

(d) Conclusion

En la tabla 5 se muestra un resumen de los hallazgos mas importantes con respecto a la estabilidad en
almacenamiento de las diferentes formulaciones liquidas de ALX-0081. Sélo se enumeraron los datos mas
informativos basados en el analisis de RP-HPLC. Estos datos sugieren una mayor estabilidad quimica en citrato
50 mM a pH 6,0-6,5. Con la excepcion de la glicina, el tipo de excipiente no tuvo un efecto significativo sobre la
estabilidad. Con respecto a la estabilidad fisica, no pudieron observarse diferencias entre las diferentes
formulaciones. Esto ultimo se evidencié por la recuperacion de +100% observada para todas las muestras en los
diversos analisis de HPLC, asi como por los cromatogramas de SE-HPLC que demuestran la ausencia de
agregacién/degradacion.

Basandose en los resultados anteriores, se decidié explorar adicionalmente el potencial de las formulaciones de
citrato/sacarosa a un pH de 6,0-6,5.

7.8 Pruebas de estabilidad de formulaciones liofilizadas.

Se evalud el efecto de la liofilizacion comparando la estabilidad en almacenamiento de ALX-0081 en formulaciones
liquidas vy liofilizadas de citrato/sacarosa (APl 20 mg/ml a pH 6,0-6,5). En la tabla 6 se proporciona una vision
general de las formulaciones sometidas a prueba. La formulacién basada en D-PBS/glicina de la técnica anterior
(API' 5 mg/ml) se incluy6é para comparacion. ALX-0081 liquido (es decir, antes de la liofilizacién) y liofilizado se
mantuvieron congelados (-70°C para las muestras liquidas y -20°C para las formulaciones liofilizadas), asi como a
+5°C, +25°C y +40°C y las muestras se analizaron después de 2 semanas y 1,5 meses de almacenamiento.

El panel A de la figura 6 muestra una imagen de los viales después del proceso de liofilizacion usando la ejecucion
de 65 h convencional tal como se muestra en la figura 1. La liofilizacién de las formulaciones que contienen
citrato/sacarosa dio como resultado una buena formacién de torta, mientras que las muestras formuladas en D-
PBS/glicina no produjeron una torta decente. Todas las muestras pudieron resolubilizarse facilmente con agua Milli-
Qy las soluciones eran transparentes e incoloras (figura 6, panel B).

7.8.1 Evaluacién del producto antes y después de la liofilizacién.

El analisis de RP-HPLC y SE-HPLC no revel6 diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas
entre el producto liquido de partida (mantenido a < -70°C) y el producto después de la liofilizacion y reconstitucién
para cualquiera de las formulaciones sometidas a prueba. Ademas, se demostrd la recuperacion completa de la
muestra para todas las formulaciones (tabla 7).

7.8.2 Evaluaciéon del producto liofilizado después de 1,5 meses de almacenamiento.

(a) Inspeccion visual y contenido
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La torta de las muestras liofilizadas no mostrd signos visuales de deterioro después de 1,5 meses de
almacenamiento a -20°C, +5°C, +25°2C o +40°C.

Las muestras eran transparentes e incoloras después de la reconstitucion con agua Milli-Q. Ademas, el
almacenamiento no tuvo un efecto significativo sobre el contenido, medido después de la reconstitucion (tabla 8).

(b) RP-HPLC

Se compararon los perfiles de las 3 formulaciones liofilizadas diferentes (n.2 3, 7 y 17) después de 1,5 meses de
almacenamiento a -20°C, +5°C, +25°C y +40°C respectivamente. Una comparacién en las condiciones mas
extenuantes (+40°C) revela mejor el impacto de la liofilizacién sobre la estabilidad quimica. Los resultados
correspondientes se resumen en la tabla 8. Tal como puede observarse, el almacenamiento en forma congelada no
parece afectar a ALX-0081 en ninguna de las formulaciones sometidas a prueba en el presente estudio.

Globalmente, la conclusién predominante a partir de los datos obtenidos es que la liofilizacién de una formulacién
basada en citrato/sacarosa previene esencialmente las modificaciones quimicas que se producen en forma liquida,
con la excepcién de algunas cantidades menores de modificacion de piroglutamato. En estas formulaciones
liofilizadas, no hubo un aumento en el porcentaje de area de los picos previos ni un signo de mayor
ensanchamiento/division del pico. En cambio, la liofilizacion de la formulacion basada en D-PBS/glicina no dio como
resultado una mejora significativa de la estabilidad quimica. La formacion de piroglutamato en la formulacion
liofilizada de citrato/sacarosa parece ser ligeramente mas pronunciada a pH 6,0 que a pH 6,5. Esto se fundamenta
en los datos a +25°C, temperatura a la que la tasa de formacion de piroglutamato es menor, pero muestra la misma
dependencia del pH. Tal como se esperaba, el almacenamiento durante hasta 1,5 meses a -20°C o +5°C no provocé
ningun deterioro detectable de ALX-0081 liofilizado (datos no mostrados).

Sorprendentemente, a +40°C se obtuvo una estabilidad mejorada en las formulaciones basadas en citrato/sacarosa
en comparacion con la formulacién basada en D-PBS/glicina, mostrando esta ultima una susceptibilidad
significativamente mayor a las modificaciones quimicas.

Para las formulaciones liquidas, el almacenamiento durante hasta 1,5 meses a -70°C, +5°C y +25°C no tuvo un
efecto significativo sobre ALX-0081 (datos no mostrados). El deterioro observado después de 1,5 meses de
almacenamiento a +40°C, esta aproximadamente de acuerdo con observaciones anteriores (véase la seccion 7.7.2).

(c) clEF

Los resultados obtenidos por el andlisis de clEF estan de acuerdo con los de RP-HPLC. Lo mas notablemente, la
liofilizacion de una formulacion basada en citrato/sacarosa no puede evitar completamente la modificacion de
piroglutamato. De hecho, el almacenamiento del producto liofilizado a +40°C durante 1,5 meses dio como resultado
un aumento en el pico posterior. Nuevamente, se observd una formacion mas rapida de piroglutamato en
citrato/sacarosa a pH 6,0 que a pH 6,5.

(d) SE-HPLC/MALS/IDLS

El almacenamiento durante hasta 1,5 meses a -70°C/-20°C, +5°C y +25°C no tuvo efecto sobre los perfiles de SE-
HPLC de formulaciones liquidas o liofilizadas de ALX-0081 (datos no mostrados). Sin embargo, a +40°C pudo
observarse un ensanchamiento del pico y la formacién de picos de hombro en todas las formulaciones liquidas. El
analisis MALS mostr6 que estos picos de hombro corresponden a ALX-0081 monomérico (datos no mostrados). Los
datos apuntan a un cambio conformacional en una subpoblacién de ALX-0081 como resultado del almacenamiento
con tension. Sorprendentemente, el perfil SE-HPLC de formulaciones de citrato/sacarosa liofilizadas no se vio
afectado por la prueba de tension a +40°C, lo que indica que estas formulaciones liofilizadas también mejoran la
estabilidad fisica de ALX-0081. Sin embargo, este no fue el caso de la formulacion liofilizada de D-PBS/glicina;
someter a tension esta formulacion a +40°C no solo dio como resultado un pico de hombro sino, aparentemente,
también algunas especies de peso molecular mas alto, visibles como un amplio pico previo (tabla 8). El analisis de
DLS no detecté ninguna especie oligomérica grande en ninguna de las formulaciones (datos no mostrados).

(e) Conclusion

En la tabla 8 se muestra un resumen de los hallazgos mas importantes con respecto a la estabilidad en
almacenamiento de las formulaciones de ALX-0081 liofilizadas sometidas a prueba. Globalmente, solo se
observaron diferencias limitadas en la estabilidad entre las formulaciones de citrato/sacarosa, aunque
inesperadamente ALX-0081 pareci6é ser menos propenso a la formacion de piroglutamato a pH 6,5 que a pH 6,0. Por
tanto, el trabajo de reformulacion adicional para ALX-0081 se centré en formulaciones basadas en citrato/sacarosa a
pH 6,5.
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7.9 Optimizacién adicional de la formulacién basada en citrato/sacarosa.

Los datos recopilados hasta ahora muestran que una formulacién basada en citrato/sacarosa mejora la solubilidad y
que la liofilizaciéon de esta formulacidon mejora drasticamente la estabilidad en almacenamiento de ALX-0081. Sin
embargo, el almacenamiento de ALX-0081 liofilizado a temperaturas mas altas, aunque limitado, todavia da como
resultado la formacion de piroglutamato. Es razonable suponer que esta modificacién puede limitar la vida atil de
almacenamiento del producto liofilizado (incluso cuando se almacena a +5°C). Queda por aclarar por qué la
liofilizacion no pudo evitar esta modificacion.

Se planteé |a hipétesis de que el agua que queda en el producto liofilizado desempefia un papel clave.

Si esta hipodtesis fuera cierta, entonces el agua restante puede minimizarse optimizando los parametros fisicos de la
liofilizacion, tales como el tiempo de secado, las temperaturas, el vacio, etc., tal como se enumerd anteriormente,
pero al mismo tiempo, los otros parametros del agente de union a vVWF deben permanecer constantes. Otro enfoque
es modificar la formulacién, pero de nuevo al mismo tiempo, los otros parametros del agente de unién a vVWF deben
permanecer constantes. Ademas, puede usarse el ajuste de los parametros fisicos de la liofilizacion en combinacion
con la modificacion de la formulacién.

7.9.1 Optimizacién de los parametros de liofilizacién.

La optimizacion de los parametros fisicos de la liofilizacion, incluyendo (i) tiempos de secado, (ii) temperaturas de las
diferentes etapas, (iii), vacio y una combinacion de (i)-(ii) no fue satisfactoria, es decir, un efecto inadecuado o
ninguno adecuado sobre el contenido de humedad residual o que afecte a los parametros de los agentes de unién a
VWF.

7.9.2 Optimizacioén de la formulacién para la liofilizacién.

El efecto del contenido de humedad sobre la estabilidad quimica del producto liofilizado se investigd ajustando las
concentraciones del tampon citrato y el excipiente de sacarosa. Ademas, se investigd un tiempo de secado
secundario durante el programa de liofilizacion.

7.10 Efecto del contenido en humedad sobre la estabilidad del producto liofilizado.

Tres formulaciones isoténicas diferentes de ALX-0081 con concentraciones variables de citrato y sacarosa (las tres a
pH 6,5) se sometieron a dos programas de liofilizacién diferentes: la ejecucion de 65 h convencional por un lado y
una ejecucion de 37 horas acortada por otro lado. En la tabla 9 se presenta una vision general de las formulaciones
sometidas a prueba. La figura 7 muestra los viales obtenidos después de la liofilizacién. La liofilizacién dio como
resultado una buena formacién de torta para todas las formulaciones.

Se analizaron las muestras liofilizadas de ALX-0081 después de 2 y 4 semanas de almacenamiento tanto a -20°C
como a +40°C. En el presente experimento, se decidié realizar una prueba exhaustiva para probar ain mas la
utilidad de las formulaciones.

En primer lugar, durante el almacenamiento a +40°C durante hasta 4 semanas, la torta de las muestras liofilizadas
se mantuvo intacta y la reconstitucion produjo disoluciones transparentes. El ciclo de liofilizacion no parece tener un
efecto significativo sobre el contenido (medido espectrofométricamente a 277 nm) ni la osmolalidad. De acuerdo con
experimentos anteriores, el almacenamiento de 4 semanas a +40°C no tuvo un efecto sobre la estabilidad fisica de
ALX-0081, basandose en los analisis SE-HPLC, MALS y DLS (datos no mostrados). Ademas, se encontr6 que la
potencia de ALX-0081 determinada por el ensayo basado en Biacore no se vio afectada por el proceso de
liofilizacion y el almacenamiento posterior (datos no mostrados). Sin embargo, los analisis de RP-HPLC demostraron
que el almacenamiento dio como resultado nuevamente la formacién de cantidades, aunque menores, de la variante
de piroglutamato. Esto fue un poco mas pronunciado para la formulacion que contiene la mayor concentracion de
citrato y la menor concentracion de sacarosa (tabla 10). Ademas, para cada formulacién liofilizada, el contenido total
de humedad se determiné por medio de valoracion de Karl Fisher. En la tabla 10 se muestra un resumen de estos
datos junto con la cantidad de piroglutamato detectado en las muestras sometidas a tension correspondientes. A
partir de los datos obtenidos para cada programa de liofilizacion por separado se desprende que un mayor contenido
de humedad da como resultado una mayor susceptibilidad a la formacién de piroglutamato. Esto sugiere que el agua
residual presente en el producto liofilizado promueve modificaciones quimicas.

En conclusion, los resultados indican que reducir el contenido de humedad de los agentes de unién a vVWF
liofilizados, por ejemplo ALX-0081, es beneficioso para su estabilidad quimica.

7.11 Efecto de la reduccion de la fuerza del tampén y el aumento del contenido de sacarosa
Los datos obtenidos en la seccién anterior muestran que reducir la concentracion de citrato al tiempo que se
aumenta la concentracién de sacarosa (manteniendo de ese modo una disolucién isotdnica) es beneficioso para la

estabilidad del producto liofilizado. Al mismo tiempo, se obtuvo evidencia de que ALX-0081 requeria una
concentracién suficientemente alta de citrato para obtener una solubilidad mejorada. Por tanto, se decidi6 evaluar el
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efecto de las concentraciones de citrato y sacarosa sobre el aspecto de la disolucién durante el almacenamiento a
+5°C y +25°C, y volver a evaluar la estabilidad frente a la congelacion y descongelacién en presencia de
concentraciones mas bajas de citrato.

7.11.1 Evaluacién del impacto de la concentracién de citrato/sacarosa

En un primer experimento, se almacenaron 12 formulaciones diferentes de ALX-0081 a +5°C y +25°C durante hasta
4 dias. Las muestras se inspeccionaron regularmente para detectar turbidez o presencia de precipitados. Las
imagenes tomadas de las muestras después de 4 dias de almacenamiento se muestran en las figuras 8 y 9. En la
tabla 11 se presenta una vision general de las diferentes formulaciones y los resultados correspondientes. Después
de 4 dias de almacenamiento a +25°C, todas las muestras permanecieron transparentes e incoloras (figura 8, panel
A). En cambio, a +5°C, la mayoria de las formulaciones de citrato sin excipientes se volvieron turbias (figura 8, panel
B). Claramente, el grado de turbidez es inversamente proporcional a la concentracion de citrato, permaneciendo la
formulacion de citrato 50 mM transparente. Ademas, la recuperacion de la muestra para la muestra que contenia
citrato 15 mM fue del 68% (basandose en A277 después de 20 h de almacenamiento), mientras que otras
recuperaciones variaron desde el 90 hasta el 100% (datos no mostrados). La adicién de sacarosa a la formulacion
de citrato 15 mM evit6 la turbidez de la muestra, aunque a la concentracién mas baja de sacarosa (es decir, 5%), se
detecté una pequena turbidez a +5°C (figura 9, panel B).

Las observaciones confirman la importancia de una concentracion suficientemente alta de citrato en el
mantenimiento de ALX-0081 soluble, particularmente a baja temperatura. Sin embargo, el aumento de la
concentracién de citrato dio lugar a un mayor contenido de humedad. Inesperadamente, la reduccion de la
concentracién de citrato puede compensarse mediante la adicion de sacarosa. No se observo ninglun efecto de
Tween-80 sobre la solubilidad.

7.11.2 Evaluacién de la estabilidad frente a FT

Un experimento de seguimiento se centr6 en la estabilidad frente a FT de varias formulaciones basadas en
citrato/sacarosa. Nueve formulaciones diferentes de ALX-0081 se sometieron a 5 ciclos de FT consecutivos a -20°C.
En la tabla 12 se muestra una visién general de las formulaciones sometidas a prueba y los resultados
correspondientes. Todas las muestras permanecieron transparentes y los ciclos FT no afectaron a la estabilidad
fisica de los agentes de unién a vWF, por ejemplo ALX-0081, basandose en el analisis del contenido y los datos de
SE-HPLC.

7.11.3 Optimizacién de la concentracion de sacarosa y citrato en vista de la isotonicidad.

Basandose en los resultados de almacenamiento y FT mencionados anteriormente, se selecciond la concentracion
optima de tampon de citrato como 20 mM. Se realizd un experimento final sobre tres formulaciones que diferian en
la concentracion de sacarosa. El objetivo de este experimento fue establecer la concentracién éptima de sacarosa
para lograr una férmula isotonica y confirmar la estabilidad frente a FT de ALX-0081 a 20 mg/ml. Ademas de a 5
ciclos de FT consecutivos, cada formulacion también se someti6 a 1 ciclo de FT seguido de 24 horas de
almacenamiento a + 25°C y un ciclo de FT adicional para imitar las etapas de manipulacién durante la fabricacion.

En la tabla 13 se facilita un resumen de los resultados. Todas las formulaciones sometidas a prueba eran
transparentes y las diversas manipulaciones no tuvieron un efecto sobre el contenido/recuperacién u osmolalidad.
Basandose en los valores de osmolalidad, parece que una concentraciéon del 7% de sacarosa es Optima para
obtener una disolucién isotonica.

7.12 Estudio de estabilidad de formulaciones liofilizadas de ALX-0081 almacenadas a diversas temperaturas durante
hasta 12 meses

Se liofiliz6 ALX-0081 formulado a 12,5 mg/ml en tampén de citrato 20 mM pH 6,5, el 7% de sacarosa (p/v) y el
0,01% de Tween-80 (v/v) segun las condiciones establecidas en la tabla 14. Las muestras se almacenaron
posteriormente a -20°C (+5°C), +5°C (+3°C), +25°C (+2°C/60 + 5% de HR) y +40°C (+2°C/75 + 5% de HR).

La estabilidad de las formulaciones liofilizadas se evalu6 en diferentes puntos de tiempo, es decir, inicial, 1 mes, 3
meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses, y se evalud la pureza, aspecto, propiedades fisicoquimicas y potencia. Se
proporcionan datos detallados de la caracterizacion de la muestra en las tablas 15 a 23. La pureza de las muestras
se evalu6 mediante RP-HPLC en la que se determiné el porcentaje del area del pico medio asi como el porcentaje
de areas de pico anterior y pico posterior. La concentracién de proteina se determiné por absorbancia UV. Ademas,
las muestras liofilizadas se inspeccionaron visualmente, se reconstituyeron y la formulacién reconstituida se
inspecciond visualmente. Se midié el pH de las muestras después de la reconstitucién y se determiné el contenido
de humedad del polvo liofilizado mediante valoracién coulométrica (Karl Fischer). Se realizaron mediciones de
recuento de materia particulada para contar particulas de = 10 um y = 25 ym. Las muestras se caracterizaron
adicionalmente para la funcion bioldgica utilizando un ensayo basado en Biacore. La potencia se expresdé como
porcentaje de potencia relativa del material de referencia.
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Los datos de estabilidad obtenidos muestran que las caracteristicas del producto ALX-0081 liofilizado no se ven
afectadas significativamente por un almacenamiento de 12 meses a o bien -20°C o bien +5°C. Se encontr6 que los
datos recopilados a lo largo de todo el estudio de estabilidad a esas temperaturas eran comparables a los generados
en el tiempo cero.

Se observaron varios cambios menores en las muestras almacenadas a +25°C o +40°C, que pueden atribuirse a las
condiciones de almacenamiento acelerado o con tensién. Las principales observaciones fueron:

o A +25°C y a +40°C, se observé un aumento en el pico posterior 2 en RP-HPLC durante los 12 meses de
almacenamiento, lo que corresponde a la formacién de la variante de piroglutamato desde el 0,7% hasta el
1,1% o hasta el 2,4% respectivamente.

o A +40°C, se observo un aumento en el contenido de humedad desde el 0,7% hasta el 2,1% (p/p) después
de 12 meses de almacenamiento. Esto podria atribuirse posiblemente a la toma de humedad del entorno de
almacenamiento (es decir, el 75% de HR) por el tapon, con la posterior difusién gradual al producto.

Los resultados obtenidos en condiciones de tensidn sugieren una correlacion entre el contenido de humedad y la
estabilidad quimica del producto; esto se corresponde con los datos notificados anteriormente en la Seccion 7.10.

Por tanto, estos datos indican la importancia de controlar el contenido de humedad del producto DP durante el
almacenamiento. Considerando que el almacenamiento a +40°C puede considerarse predictivo para la estabilidad a
largo plazo a +25°C, los datos de estabilidad a 12 meses incluidos en el presente documento proporcionan una
buena indicacién de la estabilidad en almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente (tal como 18, 24, 30 o
36 meses) e incluso estabilidades prolongadas cuando se almacenan en condiciones més suaves (por ejemplo,
+5°C o congelado).

7.13 Estudio de comparabilidad in vitro sobre la actividad biolégica de la formulacion de producto farmacéutico
liofilizado y liquido del Nanobody anti-vWF caplacizumab (ALX-0081)

7.13.1 Objetivo
Se usaron varios ensayos para evaluar la comparabilidad in vitro de DP ALX-0081 contemporaneo [formulacién
liquida que contiene 5 mg/ml del principio farmacéutico activo (API) en un tampén basado en fosfato (D-PBS) que
contiene glicina 200 mM y Tween-80 al 0,02% (v/v), pH 7,1] y la formulacién liofilizada de DP ALX-0081 tal como se
presenté anteriormente [formulada a 12,5 mg/ml en tampén de citrato 20 mM, pH 6,5, sacarosa al 7% (p/v) y Tween-
80 al 0,01% (v/v)] con respecto a la actividad biolégica y la unién a la diana:
a) Ensayo de potencia basado en Biacore
b) Ensayo de potencia basado en ELISA
¢) Ensayo de biomarcadores farmacodinamicos de actividad de cofactor inducida por ristocetina (RICO)
d) Determinacion de afinidad basada en Gyrolab
Estos ensayos permitieron una comparacion lado a lado del producto de farmaco liquido y liofilizado de ALX-0081
(caplacizumab). Se usaron criterios de comparabilidad predefinidos para evaluar la comparabilidad para cada
ensayo, y se enumeran en la tabla 24.
7.13.2 Métodos
a) El ensayo de Biacore se basa en la tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR) y mide la union
avida de ALX-0081 al dominio A1 de vWF humano inmovilizado en un chip sensor. El ensayo se ha
seleccionado para pruebas de potencia en el momento de la liberacién y en la estabilidad.
b) El ensayo de potencia basado en ELISA es un método ortogonal para las pruebas de potencia de ALX-0081
que se ha desarrollado para una caracterizaciéon adicional de la capacidad de neutralizacion de la diana de
caplacizumab. Este ensayo mide la inhibicién de la unién inducida por ristocetina del factor de Von Willebrand
(vVWF) a la plaqueta unida por caplacizumab.
¢) El ensayo RICO se utiliza como marcador farmacodindmico para la actividad farmacol6gica de caplacizumab.
El ensayo mide la velocidad y el grado en que plaquetas liofilizadas humanas forman agregados después de la
adicion del antibiético ristocetina, que imita la activacién de vVWF inducida por cizallamiento.

d) El ensayo basado en Gyrolab analiza las interacciones cinéticas de caplacizumab con su diana multimérica
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vWF y determina la constante de afinidad de caplacizumab a vWF multimérico humano. En resumen, la
determinacion de la afinidad en la plataforma Gyroloab se establecié de la siguiente manera: se utilizaron
Gyrolab Bioaffy 1000 CD. Como herramienta de captura, se aplicaron 3000 nM de vVWF purificado biotinilado en
el laboratorio (HaemateP purificado usando cromatografia de exclusién molecular) sobre las columnas que se
empaquetaron previamente con cuentas recubiertas con estreptavidina. Se utiliz6 D-PBS esterilizado por
filtracion que contenia Tween-20 al 0,01% para la dilucién de la herramienta de captura. Se preincubé una serie
de dilucién 1/3 de vVWF HaemateP purificado durante 24 horas a TA (+20°C) en una placa de 96 pocillos en un
rotor a 600 rpm con una concentracion fija de caplacizumab (5 pM) en tampdn AD1 (tampén de diluyente de
ensayo para la curva de respuesta a la dosis). Después de 24 horas, se centrifug6 la placa durante 1 minuto a
200 g. 70 pl de la mezcla de preincubacién, que contenia las moléculas de caplacizumab libres, se llevaron a
una placa de PCR de pocillos profundos. Entonces, esta mezcla se hizo fluir sobre la columna para que el
caplacizumab libre pudiera unirse a vVWF biotinilado inmovilizado en la columna. El sistema Gyrolab transfirié
automaticamente la mezcla por triplicado a los CD. Se detecté caplacizumab libre con anticuerpo monoclonal
anti-caplacizumab marcado con AlexaFluor647 50 nM diluido en tampdn Rexxip F (tampén de deteccion
disponible comercialmente). Se realizaron tres experimentos independientes para determinar la KD final. Los
fluorocromos se excitaron mediante el laser rojo, por lo que se obtuvieron sefales fluorescentes y se
amplificaron mediante un tubo foto multiplicador (PMT). El nivel de amplificacion de este ensayo fue del 1% de
PMT. Se usé un modelo de andlisis de ligando desconocido para la determinacion de KD de caplacizumab. El
andlisis se realiz6 con el software de ajuste XL de la estacion de trabajo Gyrolab.

7.13.3 Resultados

a) La potencia relativa de las muestras de prueba de ALX-0081 liquidas y liofilizadas se midié en un ensayo de
potencia Biacore, en relacion con el material de referencia ALX-0081 usado en el ensayo de potencia, también
designado patron de referencia maestro 2 (MRS-2). La potencia relativa fue del 102,8% y el 102,9%,
respectivamente, lo que indica una comparabilidad total con respecto a la potencia bioldégica determinada a
través de Biacore (véase la tabla 24).

b) La potencia relativa de las muestras de prueba de ALX-0081 liquidas y liofilizadas se determin6 en el ensayo
de potencia basado en ELISA, en relacién con MRS-2. Los valores de potencia relativa fueron del 99,4% y el
109,5%, respectivamente, y por tanto, dentro de los criterios de comparabilidad (véase la tabla 24). Por tanto,
estos resultados indican que ambas formulaciones son comparables con respecto a la potencia determinada a
través de ELISA.

¢) La actividad RICO de las muestras de prueba de ALX-0081 liquidas y liofilizadas se midié en una
comparacién lado a lado, y se determind la concentracién para bloquear completamente la actividad RICO
(< 20%). La concentracion para bloquear completamente la actividad RICO (< 20%) fue < 0,4 pg/ml para ambas
formulaciones. Estos resultados estan dentro de los criterios de comparabilidad (véase la tabla 24) e indican la
comparabilidad completa con respecto a la actividad farmacodinamica de ambas formulaciones.

d) La constante de afinidad (valor de Kp) de las muestras de prueba de ALX-0081 liquidas y liofilizadas también
se determind en una comparacion lado a lado en el ensayo basado en Gyrolab. Los valores de Kp fueron de
6,84 pM y 4,46 pM, respectivamente, con intervalos de confianza solapantes. Por tanto, estos resultados indican
una comparabilidad total de ambas formulaciones con respecto a la afinidad por el VWF diana multimérico
(véase la tabla 24).

7.13.4 Conclusion
El objetivo de este estudio fue evaluar la comparabilidad in vitro del producto farmacéutico liquido y liofilizado de
Cil;r)((320081 (caplacizumab) por medio de cuatro ensayos, capaces de evaluar la actividad biolégica y unién a diana in
a) Ensayo de potencia basado en Biacore
b) Ensayo de potencia basado en ELISA
c¢) Ensayo de biomarcadores farmacodinamicos de actividad de cofactor inducida por ristocetina (RICO)
d) Determinacioén de afinidad basada en Gyrolab
Todos los ensayos in vitro cumplieron con los criterios de aceptacion predefinidos y mostraron que ambas

formulaciones de ALX-0081 son comparables en cuanto a actividad biolégica y unién a la diana (véase la tabla 24).
Las formulaciones liquidas y liofilizadas de DP ALX-0081 sometidas a prueba mostraron:

* una potencia relativa similar determinada por ensayo Biacore y ELISA
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* una actividad farmacodinamica comparable in vitro (neutralizacion de la diana) a través del ensayo RICO

* una afinidad por la diana comparable a través del ensayo Gyrolab.
7.14 Pruebas de estabilidad aceleradas y a largo plazo de formulaciones de ALX-0081 liquidas y liofilizadas.

Como complemento al ejemplo 7.12, se realizaron experimentos de estabilidad independientes usando un lote
diferente de ALX-0081 de la misma formulacion [tamp6n de citrato 20 mM, pH 6,5, sacarosa al 7% (p/v) y Tween-80
al 0,01% (v/v)].

La estabilidad tanto de la formulacion liofilizada como de la liquida se sometié a prueba a diferentes temperaturas:

» La formulacion liquida de ALX-0081 13,8 mg/ml en tampédn citrato 20 mM, pH 6,5, sacarosa al 7% (p/v) y
Tween-80 al 0,01% (v/v) se almacend a temperaturas < -60°C y +5°C (+ 3°C) y se sometié a prueba la
estabilidad a diferentes puntos de tiempo, es decir, inicial, 9 meses, 12 meses, 18 meses y 24 meses.

» La formulacion liofilizada de ALX-0081 12,7 mg/ml en tampodn citrato 20 mM, pH 6,5, sacarosa al 7% (p/v) y
Tween-80 (v/v) al 0,01% se almacend a +5°C (+3°C ), +25°C (+2°C/60 + 5% de HR) y + 40°C (+2°C/75 + 5%
de HR). De manera similar a la formulacion liquida, la estabilidad de la formulacion liofilizada se determiné
alos 0,9, 12, 18 y 24 meses.

En cada punto de tiempo, se monitoriz6 la estabilidad quimica y fisica de las muestras usando varias técnicas
analiticas, incluyendo clEF, RP-HPLC, SE-HPLC, aspecto visual, pH y absorcién de UV. El contenido de humedad
del polvo liofilizado se determiné mediante valoracién coulométrica. La potencia relativa de las muestras liquidas y
liofilizadas se midié en Biacore en relacion con un patrén de referencia de ALX-0081 interno.

Los datos detallados de la caracterizacion de las muestras para las formulaciones liquidas y liofilizadas se
proporcionan en las tablas 25 a 26 y en las tablas 27 a 29, respectivamente. Las muestras que cumplian con los
criterios establecidos en la columna 2 de cada una de las tablas mencionadas anteriormente se consideraron que
estaban dentro de las especificaciones del producto.

Los datos obtenidos demuestran que la formulacién de la invencién es altamente estable durante al menos 24
meses. Las caracteristicas fisicoquimicas, asi como la actividad biolégica de ALX-0081 liofilizado, no se vieron
afectadas significativamente por el almacenamiento de 24 meses a +5°C o +25°C. Cuando se hizo hincapié en ALX-
0081 durante 24 meses a +40°C, se observo un aumento en el pico posterior 2, que corresponde a la formacion de
la variante de piroglutamato desde el 1,1% en el material de partida hasta el 2,8%, el 3,2%, el 42% y el 6,2%
después de 9, 12, 18 y 24 meses, respectivamente. El almacenamiento de formulaciones liquidas de ALX-0081
durante al menos 24 meses a temperaturas < -60°C o a +5°C, no afect6 significativamente a su estabilidad
fisicoquimica: los valores de contenido fueron estables, las muestras se mantuvieron transparentes y los perfiles de
clEF, RP-HPLC y SE-HPLC del material inicial fueron comparables con los de las muestras de estabilidad.

Los cambios notificados para muestras liofilizadas almacenadas a +40°C pueden atribuirse a las condiciones de
almacenamiento con tensién y proporcionan una buena indicacién de la estabilidad en almacenamiento a largo plazo
en condiciones mas suaves.

Prediccion de la estabilidad a largo plazo

Las especificaciones actuales del producto farmacéutico establecen que el porcentaje permitido de piroglutamato es
< 4%. Basandose en esta especificacion y los datos de estabilidad actuales, se emple6 la ecuacion de Arrhenius
para predecir la vida atil de almacenamiento del producto farmacéutico liofilizado a +5°C y +25°C. La ecuacion de
Arrhenius es una férmula precisa que describe la dependencia de la temperatura de las velocidades de reaccién que
se usa comunmente en la industria farmacéutica. Tal como se muestra en las figuras 10 y 11, se espera que el
producto farmacéutico liofilizado permanezca dentro de las especificaciones durante al menos 500 meses cuando se
almacena a +5°C y durante al menos 60 meses cuando se almacena a +25°C.

7.15 Conclusion general

La invencién de la reformulacion para los agentes de unién a vWF, y especialmente ALX-0081 descrito en el
presente documento, brindd una nueva formulacién basada en citrato/sacarosa con una solubilidad mejorada (hasta
80 mg/ml) y una estabilidad en almacenamiento liquido significativamente mejorada (por ejemplo, menos oxidacion
en comparacion con su formulacién original). Ademas, en la forma liofilizada, esencialmente no pudo detectarse
oxidacion o isomerizacion de asp después de 12 o incluso 24 meses de almacenamiento a +40°C. La optimizacion
adicional de la concentracion de citrato y sacarosa dio como resultado una reduccién del contenido de humedad del
producto liofilizado, minimizando de ese modo la velocidad de formacion de piroglutamato. Se demostré que cada
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remediar o prevenir diferentes tensiones quimicas y/o fisicas.

Se disefié un tampo6n de formulaciéon que cumplia con los criterios mas criticos: citrato 20 mM pH 6,5 + sacarosa al
7,0% (p/v) + Tween-80 al 0,01% (v/v). Usando esta formulacién, se demostré que ALX-0081 es estable durante al
menos 12 o incluso 24 meses a -20°C, +5°C, +25°C y +40°C. Estos datos apuntan claramente a una vida Uutil de
almacenamiento considerablemente mas larga a +5°C que la formulacion liquida actual. Ademas, los inventores han
demostrado ampliamente que la formulacién contemporanea de ALX-0081 que se ha usado en estudios clinicos
hasta la fecha es comparable a la formulacion de ALX-0081 liofilizada recién optimizada presentada en el presente

documento en cuanto a actividad biolégica y union a la diana in vitro.

Tabla A-1: Ejemplos de agentes de unién a vVWF

Nombre

SEQ
ID
NO

Secuencia

12A02H1-3a-12A02H1
(ALX-0081)

1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGRTESYNPMGWERQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVE
GRETISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSE
YTEWGQGTQVTVSS

12A02-3a-12A02

QVKLEESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKERDLVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNNLKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLVQAGG
ALRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKERDLVAAISRTGGSTYYPDSVE
GRETISRDNAKRMVYLOMNNLKPEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSE
YTEWGQGTQVTVSS

12A02-GS9-12A02

QVKLEESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKERDLVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNNLKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
LVOQAGGALRLSCAASGRTFSYNPMGWEFRQAPGKERDLVAAISRTGGSTY
YPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNNLKPEDTAVYYCAAAGVRAEDGRV
RTLPSEYTEWGQGTQVTVSS

12A02-GS30-12A02

QVKLEESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFROAPGKERDLVA
AISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNNLKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTEWGQGTQVTVSSGGGGSGGGEGSGGGEGSGGGE
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWER
OAPGKERDLVAAISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNNLK

PEGTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVTVSS

12A05-3a-12A05

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCLASGRIFSIGAMGMYRQAPGKQRELVA
TITSGGSTNYADPVKGRETISRDGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCYAN
LKOGSYGYRENDYWGQGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSC
LASGRIFSIGAMGMYRQAPGKOQRELVATITSGGSTNYADPVKGRETISR
DGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCYANLKQGSYGYRENDYWGQGTQVTV
SS

12A05-GS9-12A05

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCLASGRIFSIGAMGMYRQAPGKQRELVA
TITSGGSTNYADPVKGRETISRDGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCYAN
LKOGSYGYRENDYWGQGTQVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCLASGRIFSIGAMGMYRQAPGKQRELVATITSGGSTNYADPVKG
RETISRDGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCYANLKQGSYGYRENDYWGQ
GTQVTVSS
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Nombre

SEQ
ID
NO

Secuencia

12A05-GS30-12A05

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCLASGRIFSIGAMGMYRQAPGKQRELVA
TITSGGSTNYADPVKGRETISRDGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCYAN
LKOGSYGYRENDYWGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSGGGES
GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCLASGRIFSIGAMGMYRQAPGKQ
RELVATITSGGSTNYADPVKGREFTISRDGPKNTVYLOMNSLKPEDTAVY
YCYANLKQGSYGYRENDYWGQGTQVTVSS

12B06-3a-12B06

QVQLVESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKERDVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNALKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNFWGOGTQVITVSSAAAEVQLVESGGGLVQAGG
ALRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKERDVVAAISRTGGSTYYARSVE
GRETISRDNAKRMVYLOMNALKPEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSE
YNEWGQGTQVTVSS

12B06-GS9-12B06

QVQLVESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKERDVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNALKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
LVOQAGGALRLSCAASGRTFSYNPMGWEFRQAPGKERDVVAAISRTGGSTY
YARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNALKPEDTAVYYCAAAGVRAEDGRV
RTLPSEYNEWGQGTQVTVSS

12B06-GS30-12B06

10

QVQLVESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKERDVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNALKPEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGALRLSCAASGRTESYNPMGWER
QOAPGKERDVVAAISRTGGSTYYARSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNALK
PEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYNEWGQGTQVTVSS

12A02H4-3a-12A02H4

11

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRSVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGRTESYNPMGWERQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVE
GRETISRDNAKRSVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSE
YTEWGQGTQVTVSS

12B06H2-3a-12B06H2

12

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTESYNPMGWERQAPGKGREVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNEWGQGTQVIVSSAAAEVOQLVESGGGLVQOPGG
SLRLSCAASGRTFESYNPMGWFRQAPGKGREVVAAISRTGGSTYYARSVE
GRETISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSE
YNFWGQGTQVTVSS

12A02H1-GS9-
12A02H1

13

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKGRELVAATISRTGGSTY
YPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRV
RTLPSEYTEWGQGTQVTVSS

12A02H4-GS9-
12A02H4

14

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWERQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRSVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTEWGQGTQVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGRTESYNPMGWFROQAPGKGRELVAAISRTGGSTY
YPDSVEGRFTISRDNAKRSVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRV
RTLPSEYTEWGQGTQVTIVSS
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Nombre

SEQ
ID
NO

Secuencia

12B06H2-GS9-
12B06H2

15

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKGREVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKGREVVAAISRTGGSTY
YARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRV
RTLPSEYNEWGQGTQVTVSS

12A02H1-GS30-
12A02H1

16

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTESYNPMGWER
OAPGKGRELVAATISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNSLR
AEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTEFWGQGTQVIVSS

12A02H4-GS30-
12A02H4

17

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWFRQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRSVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTESYNPMGWER
OAPGKGRELVAATISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRSVYLOMNSLR
AEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTEFWGQGTQVIVSS

12B06H2-GS30-
12B06H2

18

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWEFRQAPGKGREVVA
AISRTGGSTYYARSVEGRFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYNFWGOGTQVITVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTESYNPMGWER
QOAPGKGREVVAATISRTGGSTYYARSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNSLR
AEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYNEFWGQGTQVIVSS

12A02H1

19

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTEFSYNPMGWERQAPGKGRELVA
AISRTGGSTYYPDSVEGREFTISRDNAKRMVYLOMNSLRAEDTAVYYCAA
AGVRAEDGRVRTLPSEYTEFWGQGTQVTVSS
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Tabla A-2
Nombre | SEQ Secuencia
ID NO
xWF 20 MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTEDGSMYSFAG
umano

YCSYLLAGGCQKRSESIIGDEFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLEVNGTVTQGDQRVS
MPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNEFQVLLSDRYENKTCGLCGNE
NIFAEDDEMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWCERASPPSSSCNISSGEMQKG
LWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPEVALCEKTLCECAGGLECACPALLEYARTC
AQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGMEYRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCS
CPEGQLLDEGLCVESTECPCVHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECP
GECLVTGQSHEKSEFDNRYEFTESGICQYLLARDCQDHSESIVIETVQCADDRDAVC
TRSVIVRLPGLHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYG
EDLOMDWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDEFLTPSGLAEPRVEDEG
NAWKLHGDCQDLOQKQHSDPCALNPRMTRESEEACAVLTSPTFEACHRAVSPLPYL
RNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCELNCPKGQVYLQ
CGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCEFCPPGLYMDERGDCVPKAQCPCYYDGETI
FOQPEDIFSDHHTMCYCEDGEMHCTMSGVPGSLLPDAVLSSPLSHRSKRSLSCRPP
MVKLVCPADNLRAEGLECTKTCONYDLECMSMGCVSGCLCPPGMVRHENRCVALE
RCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCVCRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMAHYLTEDG
LKYLFPGECQYVLVQDYCGSNPGTFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIE
LEDGEVNVKRPMKDETHFEVVESGRYIILLLGKALSVVWDRHLSISVVLKQTYQE
KVCGLCGNEDGIQNNDLTSSNLQVEEDPVDEGNSWKVSSQCADTRKVPLDSSPAT
CHNNIMKQTMVDSSCRILTSDVEQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCESIGDCACFE
CDTIAAYAHVCAQHGKVVIWRTATLCPQSCEERNLRENGYECEWRYNSCAPACQV
TCOQHPEPLACPVQCVEGCHAHCPPGKILDELLQTCVDPEDCPVCEVAGRRFASGK
KVILNPSDPEHCQICHCDVVNLTCEACQEPGGLVVPPTDAPVSPTTLYVEDISEP
PLHDFYCSRLLDLVEFLLDGSSRLSEAEFEVLKAFVVDMMERLRI SQKWVRVAVVE
YHDGSHAYIGLKDRKRPSELRRIASQVKYAGSQVASTSEVLKYTLEFQIFSKIDRP
EASRIALLLMASQEPQRMSRNEVRYVQGLKKKKVIVIPVGIGPHANLKQIRLIEK
QAPENKAFVLSSVDELEQQRDEIVSYLCDLAPEAPPPTLPPHMAQVTVGPGLRNS
MVLDVAFVLEGSDKIGEADENRSKEFMEEVIQRMDVGQODSIHVTIVLQYSYMVTVE
YPEFSEAQSKGDILOQRVREIRYQGGNRTNTGLALRYLSDHSEFLVSQGDREQAPNLV
YMVTGNPASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPR
EAPDLVLQRCCSGEGLQIPTLSPAPDCSQPLDVILLLDGSSSFPASYFDEMKSEFA
KAFISKANIGPRLTQVSVLQYGSITTIDVPWNVVPEKAHLLSLVDVMQOREGGPSQ
IGDALGFAVRYLTSEMHGARPGASKAVVILVTDVSVDSVDAAADAARSNRVIVEP
IGIGDRYDAAQLRILAGPAGDSNVVKLQRIEDLPTMVTLGNSEFLHKLCSGEVRIC
MDEDGNEKRPGDVWTLPDQCHTVTCQPDGOTLLKSHRVNCDRGLRPSCPNSQSPV
KVEETCGCRWTICPCVCTGSSTRHIVTEDGONFKLTGSCSYVLEQNKEQDLEVILH
NGACSPGARQGCMKSIEVKHSALSVELHSDMEVTVNGRLVSVPYVGGNMEVNVYG
ATMHEVRENHLGHIFTETPONNEFQLOLSPKTFASKTYGLCGICDENGANDEMLR
DGTVTTDWKTLVQEWTVQRPGQTCQPILEEQCLVPDSSHCQVLLLPLFAECHKVL
APATFYAICQODSCHQEQVCEVIASYAHLCRTNGVCVDWRTPDFCAMSCPPSLVY
NHCEHGCPRHCDGNVSSCGDHPSEGCEFCPPDKVMLEGSCVPEEACTQCIGEDGVQ
HOFLEAWVPDHQPCQICTCLSGRKVNCTTQPCPTAKAPTCGLCEVARLRONADQC
CPEYECVCDPVSCDLPPVPHCERGLOPTLTNPGECRPNFTCACRKEECKRVSPPS
CPPHRLPTLRKTQCCDEYECACNCVNSTVSCPLGYLASTATNDCGCTTTTCLPDK
VCVHRSTIYPVGQFWEEGCDVCTCTDMEDAVMGLRVAQCSQKPCEDSCRSGETYV
LHEGECCGRCLPSACEVVTGSPRGDSQSSWKSVGSQWASPENPCLINECVRVKEE
VEIQQORNVSCPQLEVPVCPSGFQLSCKTSACCPSCRCERMEACMLNGTVIGPGKT
VMIDVCTTCRCMVQVGVISGFKLECRKTTCNPCPLGYKEENNTGECCGRCLPTAC
TIQLRGGQIMTLKRDETLODGCDTHFCKVNERGEYFWEKRVTGCPPEDEHKCLAE
GGKIMKIPGTCCDTCEEPECNDITARLQYVKVGSCKSEVEVDIHYCQGKCASKAM
YSIDINDVQDQCSCCSPTRTEPMOQVALHCTNGSVVYHEVLNAMECKCSPRKCSK
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Tabla 1. Visién general de 50 combinaciones de tampodn/excipiente diferentes predichas mediante el programa
Design Expert para proporcionar las temperaturas de fusién més altas para ALX-0081. Las combinaciones de
tampdn/excipiente se clasifican segun el valor de Tm. Diferentes tipos de tamp6n se muestran en diferentes tonos de
gris.

Tampdn Excipiente 1 Glicina NaCl Tm
Ejecucion Conc. Conc. Conc. 9

Nombre (mM) Nombre (mM) Nombre (mM) *C

1 Fosfalo | 1724 | Trehalosa | 239,25 0,00 0,00 | 77,2772
pH 6,92

5 Fosfato 16,29 Trehalosa 242,04 0,00 0,00 77,2742
pH 6,98

3 Fosfalo | 947 | Trehalosa | 262,12 0,00 0,00 | 77,2641
pH 6,95

4 Fosfato 9.47 Manitol 0,00 273,04 0,00 77,2096
pH 7,50
Fosfato ;

5 oH 7 50 2519 Manitol 0,00 224,82 0,00 77,1483
Fosfato

6 pH 7,50 9,47 Sacarosa 0,00 273,04 0,00 77,1399
Fosfato ;

7 oH 7.50 28,79 Manitol 0,00 213,78 0,00 77,1262
Fostfato ;

8 oH 7.50 30,88 Manitol 0,00 207,39 0,00 77,1117

9 Fosfato | 32 96 Manitol 0,00 201,00 0,00 | 77,0953
pH 7,50

10 Citralo | 48,16 | Trehalosa | 162,85 0,00 0,00 | 77,0307
pH 6,23

11 Citalo | 4838 | Trehalosa | 162,29 0,00 0,00 | 77,0307
pH 6,22

12 Fosfalo | 19,89 Manitol 231,44 0,00 0,00 | 76,9832
pH 6,87

13 Fosfato 9,47 Trehalosa 0,00 273,04 0,00 76,9483
pH 7,50
Citrato

14 oH700 | 6084 Sacarosa 129,38 0,00 0,00 76,9338
Citrato

15 oi700 | 5767 Sacarosa 137,75 0,00 0,00 76,9312
Fosfato ;

16 oH750 | 5001 Manitol 0,00 148,72 0,00 76,9295
Citrato

17 oH 7,00 84,92 Sacarosa 65,25 0,00 0,00 76,7979

18 Fosfato | 44 1g Sacarosa 183,48 0,00 0,00 76,7972
pH 7,06

19 Citrato 10,56 Trehalosa 262,12 0,00 0,00 76,7449
pH 6,44
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Tampdn Excipiente 1 Glicina NaCl Tm
Ejecucion Conc. Conc. Conc.
Nombre | '\ Nombre (mM) Nombre (mM) *C

20 p(|3_i|tr7az)oo 77.11 Manitol 0,00 90,04 0,00 76,7297
1 p(|3_i|tr7az)oo 7542 Manitol 0,00 94,69 0,00 76,7291
22 pC|_||tr7aBOO 79,01 Manitol 81,42 0,00 0,00 76,6192
23 p(i'.t?ﬁ% 53,45 Manitol 146,67 2,90 0,00 76,5956
24 pﬂ”sagos 53,23 Manitol 149,46 0,00 0,00 | 765955
25 pﬂ”sagos 53,23 Manitol 149,46 0,00 0,00 | 765955
26 pﬁ‘?ﬁ"e 53,66 Manitol 148,35 0,00 0,00 | 765955
27 Tr7's7";"' 17,13 Trehalosa 134,96 0,00 69,29 | 76,1017
28 Tospi | 89,75 Manitol 0,00 15,10 70,51 | 76,0374
29 TP | 92,83 Manitol 0,00 16,27 67,17 | 76,0343
30 TP 9386 Manitol 0,00 0,00 74,76 | 76,0322
31 Tr7|58%H 17,13 Sacarosa 142,77 0,00 65,04 76,0321
32 Tr7isSgH 17,13 Sacarosa 142,21 0,00 65,34 76,0321
33 TP 82,56 Manitol 0,00 31,37 68,38 | 76,0298
34 TgSO%H 97,63 Manitol 0,00 0,00 7142 | 76,0285
35 TgSO%H 95,23 Sacarosa 0,00 0,00 73,55 | 759714
36 TP | 9763 | Sacarosa 0,00 0,00 7142 | 7597

37 T pi 1 17,13 Manitol 121,58 0,00 7659 | 75,5801

Conc. Nombr o
Nombre (mM) e Conc. (mM) Nombre Conc. (mM) °C

38 TP | 6132 | Trehalosa 0,00 53,45 75,37 | 753047
39 TgSO%H 67,14 Trehalosa 0,00 47,06 73,85 | 753027
40 T';SSF;H 17,13 Trehalosa 0,00 140,00 69,60 75,2196
41 gﬁt'g'gg 20,03 Sacarosa 0,00 142,33 68,38 74,9111
42 ﬂﬁtgjlgg 20,03 Sacarosa 0,00 136,52 71,42 74.91

43 ?ﬁtgjlgg 20,03 Sacarosa 0,00 124,90 77,50 74,9012
44 ?ﬁtg’g‘g 20,03 Manitol 0,00 127,22 76,28 | 74,8582
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Tampdn Excipiente 1 Glicina NaCl Tm
Ejecucion Conc. Conc. Conc.

Nombre | '\ Nombre (mM) Nombre (mM) *C

45 Histidina | 50 03 Manitol 0,00 131,29 7416 | 748576
pH 6,50

46 Histidina | 50 03 Manitol 0,00 118,51 80,84 | 74,8558
pH 6,50

47 Histidina | 50 03 Manitol 0,00 136,52 742 | 74,8553
pH 6,50

48 Histidina | 5 g3 Manitol 0,00 109,21 85,10 | 74,8397
pH 6,50

49 Histidina | 5 03 Manitol 0,00 146,98 6595 | 74,8281
pH 6,49 ’ ’ ’ ’ ’
Histidina

50 oH 650 | 2003 Trehalosa 0,00 144,07 67,47 74,4053

Tabla 2. Pruebas de solubilidad de ALX-0081 en diferentes tampones de formulacion.

formulacion pH visual conc. medida (mg/ml) recuperacion (%)

D-PBS + glicina 200 mM 7.4 | turbio+ particulas 8,1 88,6
pequenas

fosfato 10 mM + glicina 200 mM | 7,4 | Iurbio + particulas 8,7 88,3
pequenas

fosfato 20 mM 7,4 turbio + particulas 4.9 96,4

histidina 20 mM 6,5 turbio + particulas <34 N.D.

citrato 20 mM 7,0 transparente 55,9 97,6
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Tabla 3. Vision general de formulaciones de ALX-0081 liquidas evaluadas en un ensayo de estabilidad en FT y
almacenamiento, junto con los valores de pH y osmolalidad medidos.

formulacion conc. tampén excipiente Tween- . osmolalidad
ne mgm) [ oo | pH | cono. fpo | 80 (v | PHMedido | ogmyg
1 75 mM NaCl 5,9 281
2 2,0% manitol 6,0 253
3 60 4,0% sacarosa 6,0 272
4 140 mM glicina 6,0 273
5 75 mM NaCl 6,5 288
6 2,0% manitol 6,5 266
7 20 65 4,0% sacarosa 6,6 280
8 citrato 50 140 mM glicina 6,6 280
9 mM 75 mM NaCl 0.01% 6,9 279
10 2,0% manitol 7,0 259
11 4,0% sacarosa 7,1 271
12 70 140 mM glicina 7,0 278
13 75 mM NaCl 6,9 274
14 2,0% manitol 7,0 254
15 5 4,0% sacarosa 7,0 267
16 140 mM glicina 7,0 274
17 D-PBS | 7.0 | oo g’]\l‘ii% 7.2 470

5 Tabla 4. Vision general del estudio de estabilidad en almacenamiento de diferentes formulaciones de ALX-0081. Se
indican puntos de tiempo, temperaturas de almacenamiento y métodos.

ﬁgmgo oe temperatura formulacion n.2 tal como métodos
-70°C +40°C se indica en la tabla 3 RP-HPLC CIEF SE-HPLC
1 semana X X 117 >
2 semanas X X 117 x
1 mes X X 117 > " <
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Tabla 5. Datos de estabilidad en almacenamiento para las diferentes formulaciones de ALX-0081 liquidas. Se
muestran las areas de superficie relativa de los picos de RP-HPLC mas relevantes tras 1 mes de almacenamiento a
+40°C. Piro = piroglutamato, principal = pico principal (incluyendo el pico de hombro, cuando esta presente),
oxidacion = picos previos conjuntamente. La codificacién por colores indica la pureza relativa de la muestra: la
pureza mas alta en blanco, pureza intermedia en gris y la pureza mas baja en negro. La recuperacion fue de +100%
para todas las muestras.

formulacién | conc. tampon excipiente Tween- | % de area de pico de RP-HPLC

n? (mg/ml) tipo pH conc. tipo 80 (VV) | oxidacién | Principal piro
1 75 mM NaCl 1,5 88,6 3,7
2 2,0% manitol 1,7 88,1 4,3
3 °0 4,0% | sacarosa 1,7 88,1 4,6
4 140 mM glicina 2,2 88,3 3,9
5 75 mM NaCl 2,5 88,5 3,6
6 2,0% manitol 2,7 87,5 4,5
7 20 & 4,0% | sacarosa 2,3 88,0 4,2
8 citrato 50 140 mM glicina 4,6 85,2 4,3
9 mM 75 mM NaCl . 2,4 86,8 5,2
10 2,0% manitol 2,6 86,0 5,9
11 4,0% sacarosa 2,8 85,9 6,1
12 70 140 mM glicina 4,7 82,8 6,2
13 75 mM NaCl 2,3 86,8 5,2
14 2,0% manitol 24 86,5 5,8
15 5 4,0% sacarosa 2,1 87,7 5,2
16 140 mM glicina 5,0 83,1

17 DPBS | 7.1 | poomu Q‘iii%

Tabla 6. Vision general de formulaciones de ALX-0081 liofilizadas/liquidas evaluadas en un ensayo de estabilidad en
almacenamiento.

tampon excipiente
formulacion n.® | conc. (mg/ml) Tween-80 (v/v)
tipo pH conc. tipo
3 6,0 4,0% (p/v) sacarosa
20 citrato 50 mM
7 6,5 4,0% (p/v) sacarosa 0,01%
17 5 D-PBS 7,1 137/200 mM NaCl/glicina

Tabla 7. Recuperacion de ALX-0081 en diferentes formulaciones tras la liofilizacion y reconstitucion basandose en
las areas totales notificadas por RP-HPLC y SE-HPLC.

recuperacion tras citrato pH 6,0 + sacarosa | citrato pH 6,5 + sacarosa | D-PBS + glicina
liofilizacion/reconstitucion (%) (formulacion 3) (formulacién 7) (formulacién
17)
RP-HPLC 104,3 105,4 103,2
SE-HPLC 101,3 99,6 102,8
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Tabla 8. Visién general de datos de estabilidad en almacenamiento de las diferentes formulaciones de ALX-0081
(1,5 meses de almacenamiento a -20°C, +5°C, +25°C y +40°C). El cddigo de color representa una evaluacion
cualitativa de la estabilidad de la muestra, que oscila entre blanco (la estabilidad mas alta) y tonos de gris a negro (la
estabilidad mas baja).

N.T. = no sometido a prueba. (* en comparaciéon con muestra de control liquida mantenida a -70°C)

citrato pH 6,0 + sacarosa | citrato pH 6,5 + sacarosa D-PBS + glicina
formulacion 3) (formulacion 3 (formulacion 17)
1,5 meses de o o o o o o
almacenamiento Y gug & e 4 gug & & 4 gLrJ; & Y
o 0 9] ¥ @ L0 I S S Y + 1 Y] ¥
. la torta no se vio afectada por el almacenamiento + la reconstitucién con agua Milli-
visual . .
Q vuelve la disolucién transparente en todas las muestras
. conc. (mg/ml) | N.T. [NT. [N.T. [ 21,1 [NT. [NT. [ N.T. [ 21,2 [ NT. [ N.T. [ N.T. [ 4,89
C
80 -
€ 'ecu"(eo/"i‘cm NT. |NT. | NT. | 106 | NT. | N.T. | N.T. | 105 [ NT. | N.T. | N.T. | 101
&) o)
pH NT. [NT. [NT.| 61 |NT. [NT. | NT. | 6,6 | NT. | NT. | N.T.
osmolalidad NT. [NT. | NT. | 289 [NT. | NT. | NT. | 295 | NT. | NT. | N.T.
(mOsm/kg)
% de area de
bico principal | 929 | 929|923 | 897 | 93,0 | 929|928 | 914 | 923 | 921 | 88,9
S | vededreade | 5, ) 55 |22 | 25 |23 |23 |22 | 24 | 28 | 30 | 43
= picos prewos
g | %dearade | g4 | 40| 16| 39 |08 |09 | 1.2 [22]10] 11|28
o piro
rec“p(eof)‘c'on 104 | 102 | 113 | 100 | 105 | 102 | 103 | 102 | 103 | 105 | 112
L o, A
« /"depei‘r'c‘fade NT. [NT.|NT.| 36 [NT.|NT|NT. | 14 | NT. | NT. | NT.
%edeareade | gq9 | 999 | 999 | 99,8 | 99,9 | 99,9 | 99,9 | 99,9 | 99,9 | 100 | 99,9
o pico principal
T % de area de
T | picosprevios | 0,1 | 01 |01 | 02 |01 | 01|01 |01]|01]00]| 01
L (HMW)
'ecu"(eo/j‘m” 101 | 98,4 | 108 | 100 | 99,7 | 95,0 | 96,2 | 99,0 | 103 | 98,1 | 101

Tabla 9. Vision general de formulaciones de ALX-0081 evaluadas en un ensayo de estabilidad en almacenamiento.

; ; ; tampdn citrato
conc. mg/ml) tiempo dhe ciclo de lio. sacarosa Tween-80 (v/v)
(horas) conc. (mM) pH
50 4,0%
+65 32 5,5%
15 7.0% 0,01%
20 6,5
50 4,0%
+37 32 5,5% 10
15 7,0%
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Tabla 10. Contenido de humedad de muestras de ALX-0081 liofilizadas y cantidades relativas de piroglutamato
detectadas en RP-HPLC tras 4 semanas de almacenamiento a +40°C.

: tampén citrato RP-HPLC
tiempo de i .
conc. ciclo de lio. sacarosa Tween-80 contenido de
(mg/ml) h (V/v) humedad
(horas) conc. (mM) pH piro
50 4,0% 4,87% 1,7%
165 32 5,5% 2,32% 1,4%
15 7,0% 1,27% 1,2%
20 6,5 0,01%
50 4,0% 4,40% 1,6%
+37 32 5,5% no disponible 1,3%
15 7,0% 2,43% 1,1%

Tabla 11. Resultados de la inspeccion visual de la formulacion de ALX-0081 durante el almacenamiento a +5°C y

+25°C. “ +” = transparente, “+/-” = ligeramente turbio, “-” = turbio “h” = hora, “d” = dias.
formulacion almacenamiento a +5°C almacenamiento a +25°C
citrato sacarosa Tween-
(mg/ml) | pH®6,5 IV (%) 80 v/v 1th|2h | 19h | 24h | 4d |1h | 2h | 19h | 24h | 4d
(mm) | PEER e
15 --- --- - - - - - + + + + +
20 - - + + + - - + + + + +
08 25 - - + + + - - + + + + +
30 --- --- + + + - - + + + + +
40 --- --- + + + - - + + + + +
50 --- --- + + + + + + + + + +
15 5,0 --- + + + + +/- + + + + +
15 6,0 --- + + + + + + + + + +
15 7,0 - + + + + + + + + + +
20
15 5,0 0,01 + + + + +/- + + + + +
15 6,0 0,01 + + + + + + + + + +
15 7,0 0,01 + + + + + + + + + +
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Tabla 12. Resultados de la inspeccion visual, el contenido y andlisis de SE-HPLC de formulaciones de ALX-0081
tras 5 ciclos consecutivos de FT a -20°C (*en comparacion con muestra de control liqguida mantenida a < -70°C).

formulacion 5 ciclos de FT a -20°C
contenido SE-HPLC
conc. citrato pH | sacarosa | Tween-80 visual » »
(mg/ml) | 65(mM) | piv (%) | (vN) (%) o0URETAcion | perfy | recuperacion

5,0 100 105,3

20 6,0 102 99,4

7,0 99,0 103,4

5,0 101 103,9

16 25 6,0 0,01 transparente 102 sin efecto 98,5
7,0 100 98,4

5,0 97,2 98,8

30 6,0 103 99,3

7,0 97,5 102,8

Tabla 13. Resultados de las mediciones de inspeccion visual, recuperacion y osmolalidad de formulaciones de ALX-
0081 tras 5 ciclos consecutivos de FT a -20°C o tras 1 ciclo de FT + 24 h de almacenamiento + 1 ciclo de FT (*en
comparacién con muestra de control liquida mantenida a < -70°C).

1 ciclode FT + 24 h a 25°C + 1

formulacion 5 ciclos de FT a -20°C ciclo de FT
conc. citrato saca- | Tween- . osmolali-
(mg/ | pH6,5 rosa | 80 (v/v) | visual rceiglrip(gr?; (zfr%(z;“/ﬁa(; visual rgic(:sl:]pg/re;- dad
ml) (mM) | p/v (%) (%) ° 9 °" | (mOsm/kg)
50 103 236 101 236
Trans- Trans-
20 20 6,0 0,01 parente 104 273 parente 101 271
7,0 103 304 99,4 306
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Tabla 14. Parametros de liofilizacion.

Etapa n.? Descripcion Temperatura (°C) Presion Tiempo (hh:mm)
1 Carga 20 Atmosférica N.A
2 Congelacion 20 - -50 Atmosférica 02:00
3 Congelacién -50 Atmosférica 02:00
4 Evacuacion -50 0,130 mbar 00:10
5 Secado primario -50 - -20 0,130 mbar 1:00
6 Secado primario -20 0,130 mbar 19:00
7 Secado primario 20 - 5 0,130 mbar 00:50
8 Secado primario 5 0,130 mbar 05:00
7 Secado primario 5,25 0,130 mbar 03:00
7 Secado secundario 25 0,130 mbar 33:00
9 Aireacion previa con 15 0,8 bar NA
10 Tapado 15 0,8 bar N.A.
11 Aireacion con nitrégeno 15 Atmosférica N.A.

Duracion total (sin tapado) 66:00
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Tabla 15. Pico principal de andlisis de RP-HPLC (pureza) de la formulacion de ALX-0081 [API 12,5 mg/ml, Tween-80
al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

Punto de tiempo (meses) Condicion de almacenamiento Pureza prom. (% de area de pico principal)
Inicial - 93,3
-20°C 93,0
+5°C 93,0
1 +25°C/60% de HR 93,0
+40°C/75% de HR 92,7
-20°C 93,3
+5°C 93,3
° +25°C/60% de HR 93,1
+40°C/75% de HR 92,6
-20°C 93,2
+5°C 93,3
° +25°C/60% de HR 93,0
+40°C/75% de HR 92,4
-20°C 93,4
+5°C 93,3
° +25°C/60% de HR 93,1
+40°C/75% de HR 91,8
-20°C 93,2
i +5°C 93,1
+25°C/60% de HR 92,8
+40°C/75% de HR 91,3
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Tabla 17. Resultados de concentracion de proteina mediante UV para la formulacién de ALX-0081 [API 12,5 mg/ml,

ES 2895150 T3

Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tamp6n citrato 20 mM a pH 6,5].

Punto de tiempo (meses) Condicic’m.de Conc._pr.om. de muestra C?;)ggi.a%gn;i ?a(l)crtrc?? (ijdea
almacenamiento diluida (mg/ml) dilucion (mg/vial)
Inicial - 0,534 13,4
-20°C 0,532 13,3
+5°C 0,530 13,3
1 +25°C/60% de HR 0,525 13,1
+40°C/75% de HR 0,516 12,9
-20°C 0,501 12,5
+5°C 0,524 13,1
’ +25°C/60% de HR 0,530 13,3
+40°C/75% de HR 0,534 13,4
-20°C 0,530 13,3
+5°C 0,528 13,2
° +25°C/60% de HR 0,531 13,3
+40°C/75% de HR 0,523 13,1
-20°C 0,505 12,6
+5°C 0,504 12,6
° +25°C/60% de HR 0,511 12,8
+40°C/75% de HR 0,519 13,0
-20°C 0,504 12,6
i +5°C 0,505 12,6
+25°C/60% de HR 0,497 12,4
+40°C/75% de HR 0,510 12,7
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Tabla 18. Andlisis de SE-HPLC de la formulacién de ALX-0081 [API 12,5 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa
al 7% (p/v) en tampon citrato 20 mM a pH 6,5].

Punto de tiempo (meses) Condicién'de Pico previp prom. (% de | Pico principal prom. (%
almacenamiento area) de area)
Inicial - 0,55 99,5
-20°C 0,51 99,5
+5°C 0,53 99,5
1 +25°C/60% de HR 0,55 99,4
+40°C/75% de HR 0,56 99,5
-20°C 0,47 99,6
+5°C 0,47 99,5
° +25°C/60% de HR 0,47 99,5
+40°C/75% de HR 0,48 99,5
-20°C 0,60 99,4
+5°C 0,63 99,4
° +25°C/60% de HR 0,65 99,4
+40°C/75% de HR 0,68 99,3
-20°C 0,66 99,4
+5°C 0,68 99,3
12 +25°C/60% de HR 0,67 99,3
+40°C/75% de HR 0,71 99,3
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Tabla 19. Resultados de pruebas fisicas sobre ALX-0081 liofilizado almacenado a -20°C [API 12,5 mg/ml, Tween-80
al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

Prueba Unidad inicial 1M 3M 6M 9M 12M
Torta Torta Torta Torta Torta Torta
Aspecto del ) blanca sin | blanca sin | blanca sin | blanca sin | blanca sin | blanca sin
liofilizado particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras
Disolucién | Disoluciéon | Disolucion | Disolucion | Disolucion | Disolucion
incolora incolora incolora incolora incolora incolora
Aspecto de la transpa- transpa- transpa- transpa- transpa- transpa-
disolucién - rente libre | rente libre | rentelibre | rente libre | rente libre | rente libre
reconstituida de de de de de de
particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
visibles visibles visibles visibles visibles visibles
Tiempo de
reconstitucion
(reconstituir segundos 50 60 50 48 41 41
con 1 mlde
WFI)
Osmolalidad mOsm/kg 298 298 297 280 - 296
pH de la
disolucion - 6,8 6,6 6,8 6,7 - 6,6
reconstituida
Contenido de
humedad % p/p 0,65 0,72 0,83 0,74 0,62 0,63
105 73 79 50
Particulas particulas/ml | partes/ml partes/ml partes/ml partes/ml - -
subvisibles g=210pum; [ @=210pum; [ =10 um; | @ = 10 pm;
esente ; ; 7 ‘
particulas/ml | partes/ml partes/ml partes/ml partes/ml - -
g225um | g225um | g225um | @ =25um
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Tabla 20. Resultados de pruebas fisicas sobre ALX-0081 liofilizado almacenado a +5°C [API 12,5 mg/ml, Tween-80
al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

Prueba Unidad Inicial M 3M 6M 9M 12M
Torta Torta Torta Torta Torta Torta
Aspecto del ) blanca sin | blancasin | blancasin | blancasin | blancasin | blanca sin
liofilizado particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras
Disolucién | Disolucién | Disolucién | Disoluciéon | Disolucion | Disolucién
incolora incolora incolora incolora incolora incolora
Aspecto de la transpa- transpa- transpa- transpa- transpa- transpa-
disolucién - rente libre | rente libre | rente libre | rente libre | rente libre | rente libre
reconstituida de de de de de de
particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
visibles visibles visibles visibles visibles visibles
Tiempo de
reconstitucion
(reconstituir segundos 50 60 55 50 43 43
con 1 ml de
WFI)
Osmolalidad mOsm/kg 298 298 294 279 - 293
pH de la
disolucién - 6,8 6,6 6,8 6,7 - 6,6
reconstituida
Contenido de
humedad % p/p 0,65 0,76 0,72 0,72 0,80 0,68
105 88 49 109
Particulas particulas/ml | partes/ml partes/ml partes/ml partes/ml - -
subvisibles @=210um; | e=210pum; | g =2102m; | @ =210 =m;
mediante 3 4 7
HIAC . 5 partes/ml
particulas/ml | partes/ml 5> 25 um partes/ml partes/ml - -
@ =25um =<0l g225um | g=225um
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Tabla 21. Resultados de pruebas fisicas sobre ALX-0081 liofilizado almacenado a +25°C/60% de HR [API
12,5 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

Prueba Unidad Inicial M 3M 6M 9M 12M
Torta Torta Torta Torta Torta Torta
blanca blanca blanca blanca blanca blanca
ﬁ?&?ﬁ:gddfl - sin sin sin sin sin sin
particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras
Disolucio | Disolucié | Disolucié | Disolucié | Disolucié | Disolucio
nincolora | nincolora | nincolora | nincolora | nincolora | nincolora
Aspecto de la transpa- transpa- transpa- transpa- transpa- transpa-
disolucion - rente libre rente rente libre | rente libre rente rente libre
reconstituida de libre de de de libre de de
particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
visibles visibles visibles visibles visibles visibles
Tiempo de
reconstitucio
n
(reconstituir segundos 50 70 52 50 40 40
con 1 ml de
WFI)
Osmolalidad mOsm/kg 298 300 299 280 - 302
pH de la
disolucion - 6,8 6,6 6,8 6,7 - 6,6
reconstituida
Contenido de o *
humedad % p/p 0,65 0,83 0,68 0,93 0,99 0,89
105 58 34 45
. particulas/ | partes/ml | partes/ml | partes/ml | partes/ml ) i
Particulas ml 2210 2210 2210 2210
subvisibles . . i i
mediante HT;, HT;, MT, ur:,
HIAC part'r?‘lljlaS/ partes/ml | partes/ml | partes/ml | partes/ml - -
0225um | 6225um | @225um | =25 um

Nota: *Valor promedio de 2 en lugar de 3 mediciones independientes
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Tabla 22. Resultados de pruebas fisicas sobre ALX-0081 liofilizado almacenado a +40°C/75% de HR [API
12,5 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

Prueba Unidad Inicial 1M 3M 6M 9M 12M
Torta Torta Torta Torta Torta Torta
Aspecto del i blanca sin | blanca sin | blancasin | blancasin | blanca sin | blanca sin
liofilizado particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras oscuras
Disolucién | Disoluciéon | Disolucion | Disolucién | Disolucion | Disolucion
incolora incolora incolora incolora incolora incolora
Aspecto de la transpa- transpa- transpa- transpa- transpa- transpa-
disolucion - rente libre | rente libre | rente libre | rente libre | rentelibre | rente libre
reconstituida de de de de de de
particulas | particulas | particulas | particulas | particulas | particulas
visibles visibles visibles visibles visibles visibles
Tiempo de
reconstitucion
(reconstituir segundos 50 70 50 52 44 43
con 1 mlde
WFI)
Osmolalidad mOsm/kg 298 300 299 279 - 292
pH de la
disolucion - 6,8 6,7 6,8 6,7 - 6,6
reconstituida
Contenido de o x
humedad % p/p 0,65 0,83 1,13 1,48 1,83 2,09
105 35 94 52
Particulas particulas/ml | partes/ml partes/ml partes/ml partes/ml - -
subvisibles g210pum; | @=210pm; | =10 pum; | @ =10 pm;
meH‘fX"C”te 3 3 20 2
particulas/ml | partes/ml partes/ml partes/ml partes/ml - -
g225um | g=225um | g=225um | @ =25 um

Nota: *Valor promedio de 2 en lugar de 3 mediciones independientes
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Tabla 23. Resultados de potencia de la formulacion de ALX-0081 [API 12,5 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y
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sacarosa al 7% (p/v) en tamp6n citrato 20 mM a pH 6,5].

Punto de Condicion de dF;eSgtI;%?a Limite stlrgirti?)r Pasa/no Criterios de
tiempo (meses) | almacenamiento on/ ) inferior (%)** (09)*..* pasa aceptacion
Inicial - 91,4 88,1 94,8 Pasa
-20°C 94,8 91,5 98,2
+52 + 3°C 94,5 90,3 98,8
1 +25°CI0% de 97,4 94,2 100,7 Pasa
+40°C/75% de 97,7 94,0 101,6
HR
-20°C 105,5 101,7 109,5
+52 + 3°C 99,3 95,3 103,4
3 +25°C/60% de 97.0 93,1 101.1 Pasa
HR
+40°C/75% de 97.8 94,4 101,3
HR
-20°C 93,2 90,2 96,2
+50 + 3°C 93,1 90,0 96,2 80%-120% (en
comparacion
6 +25°C/60% de Pasa conla
HR 97,5 94,1 101,0 referencia)
+40°C/75% de 100,2 96.9 103,6
HR
-20°C 101,0 95,2 107,2
+52+ 3°C 101,1 94,8 107,7
9 +25°CI00% de 1016 96,2 1073 Pasa
+40°C/75% de 98,7 93,8 103,9
HR
-20°C 101,3 98,7 103,9
+52+ 3°C 101,2 98,3 104,2
12 +25°CI0% de 105,7 103,0 108,5 Pasa
+40‘C|f|7R5°/° de 1004 95,5 1055
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Tabla 24. Resultados de comparabilidad in vitro de caplacizumab.

Tipo de . . o ALX-0081 ALX-0081
estudio Método Criterio para la comparabilidad contemporaneo liofilizado
Actividad | Resonanciade | poiencia refativa del 80-120% (en
bioldgica s% erficial comparacioén con patrén de referencia 102,8% 102,9%
(potencia) p maestro)
(Biacore)
Actividad ELISA Potencia relativa del 80-120% (en
biologica neutralizante comparacién con patrén de referencia 99,4% 109,5%
(potencia) de VWF maestro)
Actividad Las concentraciones de ambas
AP formulaciones necesarias para bloquear
(biglrzle?r%g:gor) RICO completamente RICO (< 20%) no 0,4 pg/ml 0,4 pg/ml
difieren en un factor > 5
Los valores de Ko de ambas
- formulaciones no difieren 6,84 pM (2,74- | 4,46 pM (-0,18-
Afinidad Gyrolab estadisticamente (por medio de IC del 10,95) 9,10)
95% alrededor de la estimacion de Kb)
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Tabla 25. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liquido almacenado a < -60°C [API 13.8 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p~) en tampén citrato 20 mM a pH

6,5).

Prueba Criterios de aceptacion Inicial oM 12M 18M 24aM
Contenido 125+ 2.5 mg/mi 13.8 mgimi 13.4 mgiml 13,8 mg/mi 13.4 mg/ml 14,1 mg/mi
Pu:;zEanor 2 90% de pico principal 97% de pico prircipal 96% de pico principal 96% de pico principal 98% de pico principal 98% de pico principal

2 85% delpico principal | 91% del pico principal | 91,2% de pico principal | 91.4% de pico principal | 90,8% de pico principal 91.2% de pico prncipal
< 10% de picos previos 2% de picos previos 2.1% de picos previos 1,8% de picos prevics 2.4% de picos previos 2,2% de picos previos
Pureza por RP- 14243 14243 142+3 14243 14243 14243
HPLC (1.2% de picoprevio 1) | (1.2% de pico previo 1) | (1.6% de pico previo 1) (1.4% de pico previo 1)
< 6% pico posterior 1 6% de pico posterior 1 | 5.4% de pico postenior 1 | 5,5% de pico posterior 1 | 5,3% de pico posterior 1 | 5,4% de pico posterior 1
< 4% pico posterior 2 1% de pico posterior 2 | 1,0% de pico posterior 2 | 1,0% de pico posterior 2 | 1,1% de pico posterior 2 | 1,1% de pico posterior 2

Pureza

(monémero) > 95% de pico principal 99% de pico principal 99,8% de pico principal 99.7% de pico principal | 99,6% de pico principal 99.6% de pico principal

por SE-HPLC

pH 65:05 65 65 65 65 65
Transparente, menos T"”&:::‘ :J:‘:‘ Transparente, tan Transparente, menos Transparente, menos Transparente, menos
Aspecto opalescente que o iguala | . m‘a larsfosncia | opalescente como la opalescente que la opalescente que la opalescente que o igual a

la referencia |, incoloro b incoloro d referencia |, incoloro referencia |, incoloro f ial, k larefe ial, i

(B:mg?c 00 x 40120 x 107 U4 98 x10° Ui 96 x 10° U/mg [91x 10>~ | 100 x 10° U/mg (97 x 99 10° Uimg [97 x | 94 x 10° Uimg [93 x 10

v x ™y 9 101 x 10° Uimg) 10°-104 x 10° Uimg] 10°-101 x 10° Uimg) 95 x 10° U/mg]

Tabla 26. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liquido almacenado a +5°C + 3°C [API 13,8 mg/mi, Tween-80 al 0,01% (vA) y sacarosa al 7% (p/v) en tampén citrato 20 mM a

pH 6,5].

Prueba Criterios de aceptacion Inicial oM 2M 18M 24M
Contenido 125+ 2,5 mg/mi 13.8 mgiml 13.5 mgml 13,9 mg/mi 13.6 mgml 13.1 mg/ml
Pur;zéanur = 90% de pico principal 97% de pico principal 98% de pico principal 98% de pico principal 98% de pico principal 97% de pico principal

= 85% del pico principal 91% del pico principal 90,5% de pico principal 90,7% de pico principal | 90,2% de pico principal 90,2% de pico principal
<10% de picos previos 2% de picos previos 2,6% de picos previos 2,5% de picos previos 2,9% de picos previos 2,8% de picos previos
Pureza por RP- 1+2+3 14243 1+2+3 142+3 142+3 1+2+3
HPLC (1,7% de pico previo 1) (1,8% de pico previo 1) | (2,1% de pico previo 1) (2,1% de pico previo 1)
< 8% pico posterior 1 6% de pico posterior 1 5,3% de pico posterior 1 | 5,4% de pico posterior 1 | 52% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1
< 4% pico posterior 2 1% de pico posterior 2 | 1.4% de pico posterior 2 | 1,3% de pico posterior 2 | 1,5% de pico posterior 2 | 1,5% de pico posterior 2
Pureza
{monémera) > 95% de pico principal | 99% de pico principal | 99,8% de pico principal | 99,8% de pico principal | 99,6% de pico principal | 99,7% de pico principal
por SE-HPLC
pH 65+05 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Transparente, menos Tra':g::’:.::' T]:ngs Transparente, tan Transparente, menos Transparente, menos Transparente, menos

Aspecto opalescente que o igual a i ?12! ala refergncia | opalescente como la opalescente que la opalescente que la opalescente que oigual a

la referencia |, incoloro 9 inoloro ' referencia |, incoloro referencia |, incoloro referencia |, incoloro la referencia |, incoloro

Potencia 80 x 16°-120 x 10° Ui 03 x 10° Uim 100 x 10° Uimg (95 x 96 x 10° U/mg [93 x 100 x 10° Uimg [97 x| 100 x 10° Uimg [98 x 10°-

mJ 9 10°-103 x 10° Uimg] 102 x 10° U/mg]

(Biacore) [IC:
95%]

10*105 x 10° Uimg]

10°-100 x 107 Uimg]
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Tabla 27. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liofilizado aimacenado a +5°C + 3°C [API 12,7 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (vAv) y sacarosa al 7% (p/v) en tampon citrato 20 mM a

pHB.5]
Prueba Criterios de aceptacion Inicial oM 12M 18M 24M
Torta blanca i Torta blanca Torta blanca Torta blanca Torta blanca
A_spggm g esencialmente libre de T°Fta blanca sin esencialmente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de
liofilizado particulas oscuras

materia extrafia

materia extrafia

materia extrafia

materia extrafia

materia extrafia

Aspecto de la

Transparente, menos
opalescente que o igual

Transparente, menos
opalescente que o igual a

Transparente, tan
opalescente como la

Transparente, menos
opalescente que la

Transparente, menos
opalescente que la

Transparente, menos
opalescente que o igual a

. ed clxlsut?tﬁ:l a i: oloal c:f;e;elglea dle la referencial, incoloro y | referencia |, incoloro y libre refliet:reendcgaplémg:: y reﬁ;";': é.alrnﬁcclillgrso y la referencia |, incoloro y
particulas visibles libre de particulas visibles de particulas visibles visibles visibles libre de particulas visibles
Contenido 12,5 + 2,5 mghvial 12,7 mg/vial 12,7 mglvial 12,6 mg/vial 12,4 mghvial 12,7 mghvial
Pureza por . o . L . _— 0 . . . L o . L
CIEF =90% de pico principal 96% de pico principal 97% de pico principal 98% de pico principal 98% de pico principal 97% de pico principal

Pureza por RP-

= 85% de pico principal
<10% de picos previos
1+2+3

90,8% de pico principal
2,3% de picos previos
14243

91,0% de pico principal
2,2% de picos previos
142+3

91,3% de pico principal
2,1% de picos previos
14243

91,0% de pico principal
2,3% de picos previos
14243

91,1% de pico principal
2,3% de picos previos
14243

HPLC (1,4% de pico previo 1) (1,4% de pico previo 1) (1,5% de pico previo 1) (1,5% de pico previo 1)
< 6% de pico posterior 1 5,5% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1 5,3% de pico posterior 1 5,3% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1
< 4% de pico posterior 2 1,1% de pico posterior 2 1,2% de pico posterior 2 1,1% de pico posterior 2 1,2% de pico posterior 2 1,2% de pico posterior 2
Pureza
(mondémero) por | =95% de pico principal 99 6% de pico principal 99,8% de pico principal 99,8% de pico principal 99,6% de pico principal 99,6% de pico principal
SE-HPLC
pH 6,5+05 66 6,5 6,5 6,5 6,5
Humedad
residual 0,9% 0,69% 0,74% 0,76% 0,85%
Particulas Particulas = 10 pm:
subvisibles por < 6000Nial 14210 um 359210 um 6210 pum
P Particulas = 25 pm: 025 um 13=25 pm 0=25pum
PAMAS i
< 600Nial
Potencia 80 x 10°-120 x 10° 3 100 x 10° Uimg [95 x 10°- 107 x 10° Uimg [104 x 101 x 10° Uimg [100 x 96 x 10° U/mg [93 x 10°-
(BlAcore) [IC ui 96 x 10° Ulmg 108 x 10° U 10110 x 10° U 103-10° 10° U 99 x 10° U
95%) mg x mg] 110 x mg] -107x mg] x mg]

Tabla 28. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liofilizado almacenado a +25°C (+2°C/60 + 5% de HR) [API 12,7 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en
tampon citrato 20 mM a pH €,5)

Prueba Criterios de aceptacion Inicial 9M 12M 18M 24M
Torta blanca " Torta blanca Torta blanca Torta blanca Torta blanca
ﬁismfzn;dd:l esencialmente libre de Truu‘ncaulbaI:r:sac::gs esenciaimente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de
materia extrafia pal materia extrafia materia extrafia materia extrafia materia extrafia

Aspectode la
disolucion
reconstituida

Transparente, menos
opalescente que o igual
ala referencia |,
incoloro y libre de

Transparente, menos
opalescente que oigual a
la referencia |, incoloro y
libre de particulas visibles

Transparente, tan
opalescente como la

referencia I, incoloro y libre

de particulas visibles

Transparente, menos
opalescente que la
referencia |, incoloro y
libre de particulas

Transparente, menos
opalescente que la
referencia l, incoloro y
libre de particulas

Transparente, menos
opalescente que o igual a
la referencia |, incoloroy
libre de particulas visibles

particulas visibles visibles visibles
Contenido 12,5 + 2,5 mghial 12,7 mgivial 12,6 mglvial 12,6 mg/vial 12,3 mghial 13,1 mghial
Pureza por " " L 0 " - + ; " . M= + e " :
ClEF = 90% de pico principal 96% de pico principal 97% de pico principal 98% de pico principal 97% de pico principal 97% de pico principal

= 85% de pico principal
< 10% de picos previos

90,8% de pico principal
2,3% de picos previos

90,7% de pico principal
2,3% de picos previos

90,8% de pico principal
2,1% de picos previos

90,5% de pico principal
2,4% de picos previos

90,4% de pico principal
2,4% de picos previos

Pureza por RP- 14243 14243 14243 14243 142+3 142+3
HPLC (1,5% de pico previo 1) (1,4% de pico previo 1) (1,6% de pico previo 1) (1,6% de pico previo 1)
< 6% de pico posterior 1 | 5.5% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1 | 5.2% de pico posterior 1 | 5.2% de pico posterior 1
< 4% de pico posterior 2 | 1,1% de pico posterior 2 1,5% de pico posterior 2 1.6% de pico posterior 2 | 1,8% de pico posterior 2 | 1,7% de pico posterior 2
Pureza
(monémero) por | =95% de pico principal | 99,6% de pico principal 99,8% de pico principal 99,8% de pico principal 99,7% de pico principal 99,7% de pico principal
SE-HPLC
pH 6,5+0,5 66 6,5 6,5 6,5 6,5
’::’:i:ﬂ;d 0,9% 0,86% 1,04% 1,03% 1,30%
Particulas Particulas = 10 pm:
sunvis:m:s por <6000Nvial 14210 pm 389> 10 um 13210 um
Particulas = 25 pm: 0=z25pum 12225 pm 1225pum
PAMAS :
< 800/vial
Foencia 80 x 10°-120 x 10° 100 x 10° Ufmg (95 x 10°- | 102 x 10° Urmg [99 x 10°- | 103 x 10° Uimg [101x | 90 x 10° Uimg [67 x 10°-
(BlAcore) [IC 96 x 10° U/mg 9 2 8 g b
95%)] U/mg 106 x 10° U/mg] 105 x 10" U/mg] 107104 x 10° U/mg] 94 x 10° Uimg]

Tabla 29. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liofilizado almacenado a +40°C (+2°C/75 + 5% de HR) [API 12,7 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en
tampén citrato 20 mM a pH 6,5].
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Tabla 29. Resultados de estabilidad en ALX-0081 liofilizado almacenado a +40°C (+2°C/75 + 5% de HR) [API 12,7 mg/ml, Tween-80 al 0,01% (v/v) y sacarosa al 7% (p/v) en
tampén citrato 20 mM a pH 6,5].

materia extrafia

materia extraiia

materia extrafia

materia extrafia

Prueba Criterios de aceptacion Inicial oM 12M 18M 24m
Torta blanca - " Torta blanca Torta blanca Torta blanca Torta blanca
A.SD(.E.C‘O del esenciamente libre de T°!‘a blanca sin esencialmente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de esencialmente libre de
liofilizado particulas oscuras

materia extrafia

Aspecto de la

Transparente, menaos
opalescente que o igual

Transparente, menos
opalescente que o igual a

Transparente, tan
opalescente como la

Transparente, menos
opalescente que la

Transparente, menos
opalescente que la

Transparente, menos
opalescente que o igual a

r:;:\';?&;a \:olnalo’?nfayre\:-;:c:é la referencia |, incoloro y | referencia |, incoloro y libre refltiabr;n;i:pl,ai:;nul;;r: y Pef‘iebr;aengi:éé\rziizl‘aar: y la referencia |, incoloro y
particulas visibles libre de particulas visibles de particulas visibles visibles Jisibles libre de particulas visibles

Contenido 12,5 + 2,5 mghvial 12,7 mglvial 12,5 mglvial 13,1 mglvial 12,1 mghvial 13,0 mghvial

F'ur:éanor = 90% de pico principal 96% de pico principal 94% de pico principal 96% de pico principal 93% de pico principal 93% de pico principal

Pureza por RP-

= 85% de pico principal
< 10% de picos previos
14243

90,8% de pico principal
2,3% de picos previos
142+3

89,2% de pico principal
2,3% de picos previos
14243

89,1% de pico principal
2,2% de picos previos
14243

87,8% de pico principal
2,4% de picos previos
14243

85,5% de pico principal
2,4% de picos previos
142+3

HPLC (1,4% de pico previo 1) (1,4% de pico previo 1) | (1,6% de pico previo 1) (1,7% de pico previo 1)
<6% de pico posterior 1 | 5,5% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1 5,2% de pico posterior 1 | 5.2% de pico posterior 1 5,3% de pico posterior 1
< 4% de pico posterior 2 | 1,1% de pico posterior 2 2,8% de pico posterior 2 3,2% de pico posterior 2 4 2% de pico posterior 2 §,2% de pico posterior 2
Pureza
(monémero) por | =95% de pico principal 996% de pico principal 99,8% de pico principal 99,8% de pico principal 99,6% de pico principal 99,7% de pico principal
SE-HPLC
pH 65+0,5 66 6,5 6,5 6,5 6,5
Humedad
residual 0,8% 1,59% 2,00% 2,56% 3,34%
Particulas Particulas = 10 pm:
subvisibles por lfﬁDﬁDhnaI ] M‘E 10 um 873 =10 pm 4 _ 10 pm
Particulas = 25 um: 0=25um 18z 25 pm 0=25um
PAMAS "
< B00/vial
Potenda 80 x 10°-120 x 10° 3 100 x 10 U/mg (96 x 10°- | 97 x 10° U/mg [94 x 10° | 108 x 10° U/img [106 x 93 x 10* U/mg [91 x 10%-
(BlAcore) [IC: 96 x 10° U/mg 3 9 3 3 3
95%] Uimg 104 x 10° U/mg] 101 x 10° U/mg] 107111 x 10° UW/mg] 95 x 10° Uimg]

Listado de secuencias

<110> Ablynx NV

<120> Formulaciones estables de dominios variables individuales de inmunoglobulina y usos de las mismas

<130> P13-001-PCT-1

<140> NL 1040254
<141> 14-06-2013

<150> US61/824523
<151>17-05-2013

<160> 20

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 259
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 1
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Glu Val Gln Leu Val Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Pro Met Gly Trp Phe Arg
35

Ala Ala Ile Ser Arg Thr
50

Glu Gly Arg Phe Thr TIle
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Ala Ala Gly Val Arg
100

Ser Glu Tyr Thr Phe Trp
115

Ala Ala Ala Glu Val Gln

130
Pro Gly Gly Ser Leu Arg

145 150

Ser Tyr Asn Pro Met Gly
165

Glu Leu Val Ala Ala Ile
180

Asp Ser Val Glu Gly Arg
195

Met Val Tyr Leu Gln Met
210

Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala
225 230

Thr Leu Pro Ser Glu Tyr
245

Val Ser Ser

<210>2

<211> 259

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

135
Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

215

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

200

Ser

Vval

Phe
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Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Trp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Arg

Ala

Glu

235

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

vVal

Val

Gly
140
Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

220

Asp

Gly

68

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

Val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

205

Asp

Gly

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Thr

110

Val

Leu

Arg

Lys

Tyr

190

Ala

Thr

Arg

Gln

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

vVal

Val
255

Gly

Asn

Val

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Gln

Phe

160

Arg

Pro

Arg

Vval

Arg

240

Thr
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<400> 2

Gln

1

Ala

Pro

Ala

Glu

65
Leu

Ala

Ser

Ala

Ala

145

Ser

Asp

Asp

Met

Tyr

225

Thr

Val

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Glu

Ala

130

Gly

Tyr

Leu

Ser

val

210

Tyr

Leu

Ser

<210> 3

<211> 265

Lys

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Ala

Tyr

115

Ala

Gly

Asn

val

val

195

Tyr

Cys

Pro

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Glu

Ala

Pro

Ala

180

Glu

Leu

Ala

Ser

Glu

Ser

Phe

Arg

Thr

Asn

85

Val

Phe

Val

Leu

Met

165

Ala

Gly

Gln

Ala

Glu
245

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70
Leu

Arg

Trp

Gln

Arg

150

Gly

Ile

Arg

Met

Ala

230

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

215

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Glu

Gln

120

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

200

Asn

Vval

Phe
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Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Trp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Lys

Ala

Gly
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75
Thr

Arg

Gln

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Arg

Pro

Glu

235

Gln

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

val

val

Gly

140

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

220

Asp

Gly

69

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

Val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

205

Asp

Gly

Thr

Ala

Ser

30

Asp

Asp

Met

Tyr

Thr

110

vVal

Leu

Arg

Lys

Tyr

190

Ala

Thr

Arg

Gln

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Val

Thr

Glu

175

Tyr

Lys

Ala

Val

Vval
255

Gly

Asn

Vval

Val

Tyr
80
Cys

Pro

Ser

Gln

Phe

160

Arg

Pro

Arg

Val

Arg

240

Thr
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<220>
<223> Secuencia de Nanobody
5 <400> 3
Gln Vval Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly
%la Leu Arg gﬁu éLr Cys Ala Ala ggr Gig Arg Thr Phe ggr TyisAsn

Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Asp Leu Val
35 40 45

Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg Met Val Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro
100 105 110

Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly Ala Leu Arg Leu Ser Cys Ala
145 150 155 160

Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln
165 170 175

Ala Pro Gly Lys Glu Arg Asp Leu Val Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly
180 185 190

Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser
195 200 205

Arg Asp Asn Ala Lys Arg Met Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys
210 215 220

Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala
225 230 235 240

Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly
245 250 255

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
260 265

10 <210>4
<211> 286
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 4
Gln Val
1

Ala Leu

Pro Met

Ala Ala
50

Glu Gly
65

Leu Gln

Ala Ala

Ser Glu

Gly Gly

130

Gly Gly

145

Gln Leu

Arg Leu

Gly Trp

Lys

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

Ala

Tyr

115

Gly

Gly

Val

Ser

Phe
195

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Gly

Ser

Glu

Cys

180

Arg

Glu

Ser

Phe

Arg

Thr

Asn

85

Vval

Phe

Ser

Gly

Ser

165

Ala

Gln

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Gly

Gly

150

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Gly

135

Gly
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Ser
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Gly
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Ala

40

Gly

Arg

Pro

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly
200
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Asp
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Leu

Arg
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Asn
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90

Gly

Thr

Ser

Gly

Val
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Thr

Glu
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Arg

Lys
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75

Thr

Arg
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Phe
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Tyr
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Vval
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Arg
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Asp

Met
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Ile

Arg
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Met
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Phe
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<210>5
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Arg
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Val

Phe
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 5
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1
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Ala

Ala

Gly

65

Gln

Ala

Gly

Leu

val

Leu

Met

Thr

50
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Met
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Gln
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Gln

Arg
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35

Ile

Phe

Asn

Leu

Gly

115

Glu

Thr

Ile

Leu

Arg

260

Trp

Leu

Leu

20

Met
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Thr

Ser

Lys

100

Thr

Ser

Gly

Ser

Lys

245

Ala

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Gln

Gln

Gly

Gly

Arg

230

Pro

Glu

Gln

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Gly

Val

Gly

Ser

215

Asp

Glu

Asp

Gly

Ser

Leu

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Ser

Thr

Gly

Thr
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Gly

Gly

Thr
280

Gly
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Ala

40

Ser

Asp

Glu

Tyr

Val

120

Leu
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Thr
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Thr
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Arg
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Val
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130 135

Leu Ser Cys Leu Ala Ser Gly Arg Ile Phe Ser
145 150 155

Met Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu
165 170

Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Pro
180 185

Thr Ile Ser Arg Asp Gly Pro Lys Asn Thr Val
195 200

Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
210 215
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<211> 253

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 6
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1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Leu Ala Ser Gly Arg
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Ala Met Gly Met Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys
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Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
85 90

140

Ile

Leu

Vval

Tyr

Cys

220

Tyr

Val

Ile

Gln

Ala

Asn

Val

73

Gly

val

Lys

Leu

205

Tyr

Trp
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Gly

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Pro

Val

Tyr

225

Asp

Asn

Gln

Gly

130

Gly

Ile

Leu

Val

Tyr

210

Cys

Tyr

<210>7

<211> 274

Leu

Gly

115

Ser

Gly

Gly

vVal

Lys

195

Leu

Tyr

Trp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400>7

Lys

100

Thr

Glu

Ser
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Gly

Gln
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Gln
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Val
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Met
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Thr

Arg
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Gly
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Phe
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Ser

Thr

Leu

135

Leu

Met

Thr
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Ser

Glu
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Arg
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Ser
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Leu

Gln
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Gly

Arg
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Ser

Thr
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Arg
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Ser
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Glu

Tyr

235
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Phe
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140

Ser
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Thr
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220

Gly
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Asn

Gly
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Gly

Gly

Asn

Pro
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Thr

Tyr

Ser

Gln

Phe
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190
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Trp
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Phe

160

Arg

Asp

Thr

Tyr

Asn
240

Gly

Gly

Arg Glu Leu Val

45



10

Ala

Gly

Gln

Ala

Gly

Gly

Gly

145

Gly

Ser

Pro

Thr

Gly

225

Asp

Gly

Ser

Thr

50

Arg

Met

Asn

Gln

Gly

130

Gly

Gly

Gly

Gly

Asn

210

Pro

Thr

Tyr

Ser

<210> 8

<211> 259

Ile

Phe

Asn

Leu

Gly

115

Gly

Ser

Leu

Arg

Lys

195

Tyr

Lys

Ala

Arg

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 8

Thr

Thr

Ser

Lys

100

Thr

Ser

Gly

val

Ile

180

Gln

Ala

Asn

Vval

Phe
260

Ser

Ile

Leu

85

Gln

Gln

Gly

Gly

Gln

165

Phe

Arg

Asp

Thr

Tyr

245

Asn

Gly

Ser

70

Lys

Gly

Vval

Gly

Gly

150

Pro

Ser

Glu

Pro

Val

230

Tyr

Asp

Gly

55

Arg

Pro

Ser

Thr

Gly

135

Gly

Gly

Ile

Leu

Val

215

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Asp

Glu

Tyr

Val

120

Gly

Ser

Gly

Gly

Val

200

Lys

Leu

Tyr

Trp

ES 2895150 T3

Thr

Gly

Asp

Gly

105

Ser

Ser

Glu

Ser

Ala

185

Ala

Gly

Gln

Ala

Gly
265

Asn

Pro

Thr

Tyr

Ser

Gly

Vval

Leu

170

Met

Thr

Met

Asn
250

Gln

Tyr

Lys

75

Ala

Arg

Gly

Gly

Gln

155

Arg

Gly

Ile

Phe

Asn

235

Leu

Gly

Ala

60

Asn

Val

Phe

Gly

Gly

140

Leu

Leu

Met

Thr

Thr

220

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Thr

Tyr

Asn

Gly

125

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser

205

Ile

Leu

Gln

Gln

Pro

Val

Tyr

Asp

110

Gly

Ser

Glu

Cys

Arg

190

Gly

Ser

Lys

Gly

Val
270

Val

Tyr

Cys

95

Tyr

Ser

Gly

Ser

Leu

175

Gln

Gly

Arg

Pro

Ser

255

Thr

Lys

Leu

Tyr

Trp

Gly

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

240

Tyr

Vval



10

Gln Val Gln Leu Val Glu

Ala Leu Arg Leu Ser Cys
20

Pro Met Gly Trp Phe Arg
35

Ala Ala Ile Ser Arg Thr
50

Glu Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ala Leu
85

Ala Ala Ala Gly Val Arg
100

Ser Glu Tyr Asn Phe Trp
115

Ala Ala Ala Glu Val Gln
130

Ala Gly Gly Ala Leu Arg
145 150

Ser Tyr Asn Pro Met Gly
165

Asp Val Val Ala Ala Ile
180

Arg Ser Val Glu Gly Arg
195

Met Val Tyr Leu Gln Met

210
Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala

225 230

Thr Leu Pro Ser Glu Tyr
245

Val Ser Ser

<210>9

<211> 265

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn
215
Gly

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Glu

Gln

120

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

200

Ala

Val

Phe

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Trp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Lys

Ala

Gly
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Arg

Pro

Glu
235

Gln

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

val

Val

Gly

140

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

220
Asp

Gly

76

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Arg

val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

205

Asp

Gly

Thr

Ala

Ser

30

Asp

Arg

Met

Tyr

Thr

110

Val

Leu

Arg

Lys

Tyr

190

Ala

Thr

Arg

Gln

Gly

15

Tyr

Val

Ser

val

Tyr

95

Leu

Ser

val

Thr

Glu

175

Tyr

Lys

Ala

vVal

Val
255

Gly

Asn

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Gln

Phe

160

Arg

Ala

Arg

Vval

Arg
240

Thr



<400>9
Gln Val Gln
1

Ala Leu Arg

Pro Met Gly
35

Ala Ala Ile
50

Glu Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Ala Ala

Ser Glu Tyr
115

Gly Gly Gly
130

Gly Gly Gly
145
Ala Ser Gly

Ala Pro Gly

Gly Ser Thr
195

Arg Asp Asn
210

Pro Glu Asp
225

Glu Asp Gly

Gln Gly Thr

<210> 10
<211> 286
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Asn

Gly

Leu

Arg

Lys

180

Tyr

Ala

Thr

Arg

Gln
260

val

Ser

Phe

Arg

Thr

Ala

85

Vval

Phe

Ser

Val

Thr

165

Glu

Tyr

Lys

Ala

Val

245

Val

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Gly

Gln

150
Phe

Arg

Ala

Arg

Val

230

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Gly

135

Ala

Ser

Asp

Arg

Met

215

Tyr

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Tyr

Val

Ser

200

Val

Tyr

Leu

Ser

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Ser

Gly

Asn

Val

185

Val

Tyr

Cys

Pro

Ser
265

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Glu

Ala

Pro

170

Ala

Glu

Leu

Ala

Ser
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

val

Leu

155
Met

Ala

Gly

Gln

Ala

235

Glu

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Vval

Val

Gln

140

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

220

Ala

Tyr

77

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Arg

Vval

Arg

Thr

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Gly

Asn

Ala

Ser

Asp

Arg

Met

Tyr

Thr

110

Val

Val

Ser

Phe

Arg

190

Thr

Ala

Val

Phe

Gly

15

Tyr

Val

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

175

Thr

Ile

Leu

Arg

Trp
255

Gly

Asn

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

160
Gln

Gly

Ser

Lys

Ala

240

Gly



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 10

Gln

1

Ala

Pro

Ala

Glu

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Gln

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

Ala

85

Val

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Glu

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Val

78

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Arg

Vval

Arg

Ala

Ser

30

Asp

Arg

Met

Tyr

Thr

Gly

15

Tyr

val

Ser

val

Tyr

95

Leu

Gly

Asn

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Pro



10

100

Ser Glu Tyr Asn
115

Gly Gly Gly Gly
130

Gly Gly Gly Ser
145

Gln Leu Val Glu

Arg Leu Ser Cys
180

Gly Trp Phe Arg
195

Ile Ser Arg Thr
210

Arg Phe Thr Ile
225

Met Asn Ala Leu

Ala Gly Val Arg
260

Tyr Asn Phe Trp
275

<210> 11
<211> 259
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 11

Phe

Ser

Gly

Ser

165

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

245

Ala

Gly

Trp

Gly

Gly

150

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

230

Pro

Glu

Gln

Gly

Gly

135

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

215

Asp

Glu

Asp

Gly

Gln

120

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

200

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr
280

ES 2895150 T3

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Arg

185

Lys

Tyr

Ala

Thr

Arg

265

Gln

Thr

Ser

Gly

Val

170

Thr

Glu

Tyr

Lys

Ala

250

Val

Val

Gln

Gly

Gly

155

Gln

Phe

Arg

Ala

Arg

235

Vval

Arg

Thr

Vval

Gly

140

Gly

Ala

Ser

Asp

Arg

220

Met

Tyr

Thr

Val

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Val

205

Ser

val

Tyr

Leu

Ser
285

110

Val

Gly

Ser

Gly

Asn

190

Val

Val

Tyr

Cys

Pro

270

Ser

Ser

Ser

Glu

Ala

175

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

255

Ser

Ser

Gly

Vval

160

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

240

Ala

Glu

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn

20

25

79

30



10

Pro Met Gly Trp Phe Arg
35

Ala Ala Ile Ser Arg Thr
50

Glu Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Ala Ala Gly Val Arg
100

Ser Glu Tyr Thr Phe Trp
115

Ala Ala Ala Glu Val Gln
130

Pro Gly Gly Ser Leu Arg
145 150

Ser Tyr Asn Pro Met Gly
165

Glu Leu Val Ala Ala Ile
180

Asp Ser Val Glu Gly Arg
195

Ser Val Tyr Leu Gln Met
210

Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala
225 230

Thr Leu Pro Ser Glu Tyr
245

Val Ser Ser

<210> 12

<211> 259

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 12

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

215

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

val

Ser

Phe

Arg

Thr

200

Ser

Val

Phe

ES 2895150 T3

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Trp

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly
250

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Arg

Ala

Glu

235

Gln

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

val

val

Gly

140

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

220

Asp

Gly

80

Arg

45

Pro

Arg

val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

205

Asp

Gly

Thr

Glu

Asp

Ser

Tyr

Thr

110

Val

Leu

Arg

Lys

Tyr

190

Ala

Thr

Arg

Gln

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Val

Val
255

Val

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Gln

Phe

160

Arg

Pro

Arg

Val

Arg

240

Thr



10

Glu Val Gln Leu Val Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Pro Met Gly Trp Phe Arg
35

Ala Ala Ile Ser Arg Thr
50

Glu Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Ala Ala Gly Val Arg
100

Ser Glu Tyr Asn Phe Trp
115

Ala Ala Ala Glu Val Gln
130

Pro Gly Gly Ser Leu Arg
145 150

Ser Tyr Asn Pro Met Gly
165

Glu Val val Ala Ala Ile
180

Arg Ser Val Glu Gly Arg
195

Met Val Tyr Leu Gln Met

210
Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala

225 230

Thr Leu Pro Ser Glu Tyr
245

Val Ser Ser

<210> 13

<211> 265

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn
215
Gly

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

200

Ser

Val

Phe

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Trp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Arg

Ala

Glu
235

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

val

Val

Gly

140

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

220
Asp

Gly

81

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Arg

val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

205

Asp

Gly

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Arg

Met

Tyr

Thr

110

Val

Leu

Arg

Lys

Tyr

190

Ala

Thr

Arg

Gln

Gly

15

Tyr

Val

Ser

val

Tyr

95

Leu

Ser

val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

vVal

Val
255

Gly

Asn

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Gln

Phe

160

Arg

Ala

Arg

Vval

Arg
240

Thr



<400> 13
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Pro Met Gly

Ala Ala Ile
50

Glu Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Ala Ala

Ser Glu Tyr
115

Gly Gly Gly
130

Gly Gly Gly
145
Ala Ser Gly

Ala Pro Gly

Gly Ser Thr
195

Arg Asp Asn
210

Ala Glu Asp
225

Glu Asp Gly

Gln Gly Thr

<210> 14
<211> 265
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Gly

Leu

Arg

Lys

180

Tyr

Ala

Thr

Arg

Gln
260

val

Ser

Phe

Arg

Thr

Ser

85

Val

Phe

Ser

Val

Thr

165

Gly

Tyr

Lys

Ala

Val

245

Val

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Gly

Gln

150
Phe

Arg

Pro

Arg

Val

230

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Gly

135

Pro

Ser

Glu

Asp

Met

215

Tyr

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Tyr

Leu

Ser

200

Val

Tyr

Leu

Ser

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Ser

Gly

Asn

Val

185

val

Tyr

Cys

Pro

Ser
265

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr

Glu

Ser

Pro

170

Ala

Glu

Leu

Ala

Ser
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

val

Leu

155
Met

Ala

Gly

Gln

Ala

235

Glu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Vval

Val

Gln

140

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

220

Ala

Tyr

82

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

Val

Arg

Thr

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Gly

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Thr

110

Val

Val

Ser

Phe

Arg

190

Thr

Ser

Val

Phe

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

175

Thr

Ile

Leu

Arg

Trp
255

Gly

Asn

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

160
Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

240

Gly



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 14

Glu

1

Ser

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

Ser

Gly

Gly

145

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

225

Glu

Gln

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Glu

Gly

130

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

210

Glu

Asp

Gly

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Ala

Tyr

115

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Asn

Asp

Gly

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Gly

Leu

Arg

Lys

180

Tyr

Ala

Thr

Arg

Gln
260

vVal

Ser

Phe

Arg

Thr

Ser

Val

Phe

Ser

Val

Thr

165

Gly

Tyr

Lys

Ala

Val

245

Val

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Gly

Gln

150

Phe

Arg

Pro

Arg

Val

230

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Gly

135

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

215

Tyr

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Tyr

Leu

Ser

200

Val

Tyr

Leu

Ser

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Ser

Gly

Asn

Val

185

Val

Tyr

Cys

Pro

Ser
265

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr

Glu

Ser

Pro

170

Ala

Glu

Leu

Ala

Ser
250

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Vval

Leu

155

Met

Ala

Gly

Gln

Ala

235

Glu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

val

val

Gln

140

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

220

Ala

Tyr

83

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

Val

Arg

Thr

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Gly

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Thr

110

val

Val

Ser

Phe

Arg

190

Thr

Ser

Val

Phe

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

175

Thr

Ile

Leu

Arg

Trp
255

Gly

Asn

Vval

Vval

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

160

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

240

Gly



10

ES 2895150 T3

<210> 15

<211> 265

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 15

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn
20 25 30

Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Val Val

84



10

ES 2895150 T3

35 40

Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
85 90

Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val
100 105

Ser Glu Tyr Asn Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val
115 120

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln
130 135 140

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg
145 150 155

Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn Pro Met Gly
165 170

Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Val Val Ala Ala Ile
180 185

Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Arg Ser Val Glu Gly Arg
195 200

Arg Asp Asn Ala Lys Arg Met Val Tyr Leu Gln Met
210 215 220

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala
225 230 235

Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro Ser Glu Tyr
245 250

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
260 265

<210> 16

<211> 286

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 16

85

45

Ala

Arg

vVal

Arg

Thr

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Gly

Asn

Arg

Met

Tyr

Thr

110

Val

Val

Ser

Phe

Arg

190

Thr

Ser

Val

Phe

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

175

Thr

Ile

Leu

Arg

Trp
255

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

160

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

240

Gly



Glu Val

Ser Leu

Pro Met

Ala Ala
50

Glu Gly
65

Leu Gln

Ala Ala

Ser Glu

Gly Gly
130

Gly Gly
145

Gln Leu

Arg Leu

Gly Trp

Ile Ser

210

Arg Phe
225

Met Asn

Ala Gly

Tyr Thr

<210> 17

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Ala

Tyr

115

Gly

Gly

vVal

Ser

Phe

195

Arg

Thr

Ser

Val

Phe
275

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Gly

Ser

Glu

Cys

180

Arg

Thr

Ile

Leu

Arg

260

Trp

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

Ser

85

Vval

Phe

Ser

Gly

Ser

165

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

245

Ala

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Gly

Gly

150

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

230

Ala

Glu

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Gly

135

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

215

Asp

Glu

Asp

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

200

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr
280

ES 2895150 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Arg

185

Lys

Tyr

Ala

Thr

Arg

265

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Gly

Val

170

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

250

Val

Val

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Gly

Gly

155

Gln

Phe

Arg

Pro

Arg

235

Val

Arg

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Vval

vVal

Gly

140

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp

220

Met

Tyr

Thr

Val

86

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

Val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Leu

205

Ser

Val

Tyr

Leu

Ser
285

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Thr

110

Val

Gly

Ser

Gly

Asn

190

Val

Vval

Tyr

Cys

Pro

270

Ser

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Ser

Glu

Ser

175

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

255

Ser

Gly

Asn

val

Vval

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Gly

Val

160

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

240

Ala

Glu
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<211> 286
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn
20 25 30

Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Val
35 40 45

Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg Ser Val Tyr

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro
100 105 110

Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val
145 150 155 160

87
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Gln Leu Val

Arg Leu Ser

Gly Trp Phe
195

Ile Ser Arg
210

Arg Phe Thr
225

Met Asn Ser

Ala Gly Vval

Tyr Thr Phe
275

<210> 18
<211> 286
<212> PRT

Glu Ser Gly Gly
165

Cys Ala Ala Ser
180

Arg Gln Ala Pro

Thr Gly Gly Ser
215

Ile Ser Arg Asp
230

Leu Arg Ala Glu
245

Arg Ala Glu Asp
260

Trp Gly Gln Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Nanobody

<400> 18

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Pro Met Gly
35

Ala Ala Ile
50

Glu Gly Arg
65

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Phe Arg Gln

Ser Arg Thr Gly
55

Phe Thr Ile Ser
70

Gly

Gly

Gly

200

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr
280

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

ES 2895150 T3

Leu

Arg

185

Lys

Tyr

Ala

Thr

Arg

265

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Val

170

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

250

Val

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Gln

Phe

Arg

Pro

Arg

235

vVal

Arg

Thr

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala
75

Pro

Ser

Glu

Asp

220

Ser

Tyr

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

88

Gly

Tyr

Leu

205

Ser

val

Tyr

Leu

Ser
285

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Arg

Gly

Asn

190

Val

Val

Tyr

Cys

Pro

270

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Arg

Met

Ser

175

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

255

Ser

Gly

15

Tyr

Val

Ser

val

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

240

Ala

Glu

Gly

Asn

Val

Val

Tyr
80
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85

Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala
100

Ser Glu Tyr Asn Phe Trp Gly
115

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
130 135

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
145 150

Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
165

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
180

Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro
195

Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser
210 215

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
225 230

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
245

Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp
260

Tyr Asn Phe Trp Gly Gln Gly
275

<210> 19

<211> 128

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Nanobody

<400> 19

Ala

Glu

Gln

120

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

200

Thr

Asn

Asp

Gly

Thr
280

ES 2895150 T3

Glu

Asp

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Arg

185

Lys

Tyr

Ala

Thr

Arg

265

Gln

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Gly

Val

170

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

250

Vval

Val

Thr

Arg

Gln

Gly

Gly

155

Gln

Phe

Arg

Ala

Arg

235

val

Arg

Thr

Ala

Val

Val

Gly

140

Gly

Pro

Ser

Glu

Arg

220

Met

Tyr

Thr

Val

89

Val

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Vval

205

Ser

val

Tyr

Leu

Ser
285

Tyr

Thr

110

Val

Gly

Ser

Gly

Asn

190

Val

Val

Tyr

Cys

Pro

270

Ser

Tyr

95

Leu

Ser

Ser

Glu

Ser

175

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

255

Ser

Cys

Pro

Ser

Gly

Val

160

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

240

Ala

Glu
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Glu

Ser

Pro

Ala

Glu

65

Leu

Ala

Ser

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Glu

<210> 20
<211> 2804
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

Met
1

Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Ile

Pro

Arg

Met

50

Gln

val

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Ala

Tyr
115

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Val

Ser

Phe

Arg

Thr

Ser

85

Val

Phe

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Arg

Trp

Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

70

Vval

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Gln
120

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

ES 2895150 T3

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

val

Gly

25

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Leu

10

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu
90

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Arg

Gln

Leu

Arg

Val

Tyr

Asp

75

Phe

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Val

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

90

Gln

Phe

Arg

45

Pro

Arg

val

Arg

Thr
125

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

Pro

Ser

Glu

Asp

Met

Tyr

Thr

110

Val

Ala

Ser

30

Phe

Ala

Asn

Ile

Gly

15

Tyr

Leu

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Ser

Leu

15

Ser

Asp

Gly

Gly

His
95

Gly

Asn

Val

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ser

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu



Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Glu

Leu

Ser

Cys

225

Val

Cys

Arg

Ser

Val

305

Cys

Leu

Val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

195

Asn

Leu

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Gly

100

Lys

Glu

val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly
340

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Val

Leu

Tyr

Leu

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser

230

Phe

Glu

Glu

val

Arg

310

val

Cys

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly

215

Thr

Val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

Val

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

Ala

Ala

Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

105

Glu

Val

Arg

Ala

Tyr

185

Glu

Met

Val

Leu

Cys

265

Val

Ala

Gln

Cys

Ser
345
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Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Phe

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala

235

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

91

Val

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Asn

Pro

205

Leu

Cys

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Ser

190

Pro

Trp

His

Leu

Glu

270

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys
350

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr

175

Trp

Ser

Glu

Pro

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

Gln

335

Val

Pro

Lys

Gly

Gly

160

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu

240

Glu

Ala

His

Cys

Met

320

Leu

His



Ser

Thr

Pro

385

Asn

Asp

Ala

Pro

Ala

465

Arg

Asp

Ser

Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys

Asp

Gly

450

Met

Ile

Leu

Pro

Asn

530

val

Leu

Arg

Ala

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Gln

val

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys
595

Arg

Cys

Cys

Phe

Asp

420

Arg

His

Gly

His

Met

500

Tyr

Gly

Asp

Lys

Ser

580

His

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Asp

Asn

Gln

Thr

485

Asp

Ala

Asp

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Pro

Asn

val

390

Phe

Ser

Ala

Ser

Asp

470

val

Trp

Gly

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

Val

Leu

455

Ile

Thr

Asp

Lys

Phe

535

Asn

Ser

Ala

Val

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

Val

Gln

Ala

Gly

Thr

520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser
600

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile

425

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

505

Cys

Thr

Trp

Pro

Ala

585

Pro

ES 2895150 T3

Ser

Ile

Ser

Cys

410

Val

Arg

Leu

Pro

vVal

490

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

Val

Leu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Arg

Leu

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Glu

Val

His

460

Leu

Leu

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

92

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu
605

Asp

Glu

Ser

Leu

vVal

430

Val

Ala

Gly

Tyr

val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly

495

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Leu

Val

Leu

480

Glu

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys



Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

His

Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Cys

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Pro

690

Gln

Phe

Cys

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

Val

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Ser

755

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

835

Cys

val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp

Met

740

Pro

Val

Cys

Cys

Arg

820

Tyr

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

His

725

Ser

Leu

Lys

Thr

val

805

Cys

Ala

Asp

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

His

Gly

Ser

Leu

Lys

790

Ser

Val

Pro

Arg

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

val

His

Val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

680

Asp

Asp

Met

Pro

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu

840

Trp

ES 2895150 T3

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

Gly

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

825

Thr

Asn

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr

730

Ser

Lys

Ala

Asn

Cys

810

Arg

val

Cys

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Arg

Asp

Tyr

795

Pro

Cys

Lys

Thr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

93

Cys

Gly

Pro

Cys

Glu

685

Cys

Gln

Asp

Pro

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

845

His

Leu

Val

Lys

Arg

670

Gly

Val

Pro

Gly

Asp

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

Val

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Cys

Ala

Cys

Vval

815

His

Asn

Cys

Gly

val

640

Gln

Leu

Phe

Lys

Asp

720

Met

val

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr

Asp
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850 855 860

Ala Thr Cys Ser Thr Ile Gly Met Ala His Tyr Leu Thr Phe Asp Gly
865 870 875 880

Leu Lys Tyr Leu Phe Pro Gly Glu Cys Gln Tyr Val Leu Val Gln Asp
885 890 895

Tyr Cys Gly Ser Asn Pro Gly Thr Phe Arg Ile Leu Val Gly Asn Lys
900 905 910

Gly Cys Ser His Pro Ser Val Lys Cys Lys Lys Arg Val Thr Ile Leu
915 920 925

Val Glu Gly Gly Glu Ile Glu Leu Phe Asp Gly Glu Val Asn Val Lys
930 935 940

Arg Pro Met Lys Asp Glu Thr His Phe Glu Val Val Glu Ser Gly Arg
945 950 955 960

Tyr Ile Ile Leu Leu Leu Gly Lys Ala Leu Ser Val Val Trp Asp Arg
965 970 975

His Leu Ser Ile Ser Val Val Leu Lys Gln Thr Tyr Gln Glu Lys Val
980 985 990

Cys Gly Leu Cys Gly Asn Phe Asp Gly Ile Gln Asn Asn Asp Leu Thr
995 1000 1005

Ser Ser Asn Leu Gln Val Glu Glu Asp Pro Val Asp Phe Gly Asn
1010 1015 1020

Ser Trp Lys Val Ser Ser Gln Cys Ala Asp Thr Arg Lys Val Pro
1025 1030 1035

Leu Asp Ser Ser Pro Ala Thr Cys His Asn Asn Ile Met Lys Gln
1040 1045 1050

Thr Met Val Asp Ser Ser Cys Arg Ile Leu Thr Ser Asp Val Phe
1055 1060 1065

Gln Asp Cys Asn Lys Leu Val Asp Pro Glu Pro Tyr Leu Asp Val
1070 1075 1080

Cys Ile Tyr Asp Thr Cys Ser Cys Glu Ser Ile Gly Asp Cys Ala
1085 1090 1095

94



Cys

His

Ser

Trp

His

His

Thr

Arg

Pro

Cys

Asp

Glu

val

Glu

Ile

Gly

Phe
1100

Gly
1115

Cys
1130

Arg
1145

Pro
1160

Ala
1175

Cys
1190

Arg
1205

Glu
1220

Glu
1235

Ala
1250

Pro
1265

Phe
1280

Val
1295

Ser
1310

Ser
1325

Cys

Lys

Glu

Tyr

Glu

His

Val

Phe

His

Ala

Pro

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Asp

val

Glu

Asn

Pro

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

val

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Thr

val

Arg

Ser

Leu

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Trp

Tyr

Ile

Thr

Asn

Cys

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

Pro

Asp

Gly

Phe

val

Ile

Ala
1105

Trp
1120

Leu
1135

Ala
1150

Cys
1165

Gly
1180

Asp
1195

Lys
1210

Cys
1225

Pro
1240

Thr
1255

Phe
1270

Ser
1285

Vval
1300

Arg
1315

Gly
1330

Ala

Arg

Arg

Pro

Pro

Lys

Cys

Lys

His

Gly

Thr

Tyr

Ser

val

val

Leu
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Tyr

Thr

Glu

Ala

Val

Ile

Pro

Val

Cys

Gly

Leu

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

Ala

Ala

Asn

Cys

Gln

Leu

Val

Thr

Asp

Leu

Tyr

Ser

Leu

Met

val

Asp

His

Thr

Gly

Gln

Cys

Asp

Cys

Leu

val

vVal

Val

Arg

Ser

Met

vVal

Arg

Val
1110

Leu
1125

Tyr
1140

Vval
1155

vVal
1170

Glu
1185

Glu
1200

Asn
1215

Val
1230

Val
1245

Glu
1260

Leu
1275

Glu
1290

Glu
1305

Glu
1320

Lys
1335
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Cys

Cys

Glu

Thr

Glu

Leu

Val

Pro

Asn

Pro

Asp

Leu

Ala

Arg

Tyr

Arg

Ala

Pro

Cys

Cys

Gly

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro

Ile

Asp

Glu

Leu

His

Pro

Gln

Gln

Glu

Gln

Cys

Gln

Gly

Asp

Thr

Thr

Ser

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser



Glu

Val

Phe

Leu

Arg

Val

Glu

Asp

Asp

Ala

Asp

Asp

Met

Ser

Lys

Gly

Leu
1340

Ala
1355

Ser
1370

Met
1385

Tyr
1400

Gly
1415

Lys
1430

Glu
1445

Leu
1460

Gln
1475

Val
1490

Phe
1505

Asp
1520

Tyr
1535

Gly
1550

Asn
1565

Arg

Ser

Lys

Ala

Val

Ile

Gln

Leu

Ala

Val

Ala

Asn

Vval

Met

Asp

Arg

Arg

Thr

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Phe

Arg

Gly

val

Ile

Thr

Ile

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

val

Val

Ser

Gln

Thr

Leu

Asn

Ala

Glu

Arg

Glu

Leu

His

Glu

Gln

Ala

Gly

Leu

Lys

Asp

Vval

Gln

Thr

Ser
1345

Val
1360

Pro
1375

Pro
1390

Lys
1405

Ala
1420

Asn
1435

Arg
1450

Pro
1465

Pro
1480

Glu
1495

Glu
1510

Ser
1525

Glu
1540

Arg
1555

Gly
1570

Gln

Leu

Glu

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

Pro

Gly

Gly

Phe

Ile

Tyr

val

Leu
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Val

Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Ser

Met

His

Pro

Arg

Ala

Lys

Tyr

Ser

Met

Lys

Lys

Phe

Ile

Thr

Arg

Asp

Glu

val

Phe

Glu

Leu

Tyr

Thr

Arg

Ser

vVal

Gln

Val

Val

Leu

Asn

Lys

Glu

Thr

Ser

Ile

Arg

Ala
1350

Leu
1365

Ile
1380

Arg
1395

Ile
1410

Ile
1425

Leu
1440

Ser
1455

Pro
1470

Ser
1485

Ile
1500

Val
1515

Vval
1530

Glu
1545

Arg
1560

Tyr
1575
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Gly

Phe

Ala

Asn

vVal

Arg

Ser

Tyr

Pro

Met

Gly

Ile

Leu

Ala

Tyr

Leu

Ser

Gln

Leu

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

His

Val

Glu

Gln

Gln

Gln

Gln

Ser

Gln

Ile

Leu

val

Pro

Ile

Val

Cys

Met

Leu

Ala

Arg

Tyr

Ser

Gly

Asp



His

Leu

Arg

Asn

Pro

Asp

Pro

Ile

Asp

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Ile

Asp

Ser
1580

val
1595

Leu
1610

Ala
1625

Ile
1640

Leu
1655

Thr
1670

Leu
1685

Glu
1700

Gly
1715

Thr
1730

Leu
1745

Gln
1760

Glu
1775

Leu
1790

Ala

Phe

Tyr

Pro

Asn

Leu

Vval

Leu

Leu

Met

Pro

Thr

Leu

Ile

Met

val

Ala

Leu

Met

Gly

Val

Ile

Leu

Ser

Leu

Lys

Arg

Ile

Ser

Gly

His

Thr

Arg

Val

val

Asp

Gln

Gln

Gln

Pro

Asp

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Ser

Ser

Thr

Ile

Glu

Asp

Arg

Ala

Gly

Phe

Thr

Val

Val

Ala

Ala

val

Asn

Gln
1585

Gly
1600

Gln
1615

Leu
1630

Phe
1645

Cys
1660

Pro
1675

Ser
1690

Ala
1705

Gln
1720

Pro
1735

Asp
1750

Leu
1765

Arg
1780

Ser
1795

Arg

Gly

Asn

Val

Glu

Glu

Cys

Asp

Ser

Lys

Val

Trp

val

Gly

Pro

val

Val
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Asp

Pro

Val

Arg

Thr

Ser

Cys

Ser

Ala

Ser

Asn

Met

Phe

Gly

Asp

Thr

Arg

Ala

Pro

Ile

Leu

Gly

Ser

Phe

Phe

Val

Val

Gln

Ala

Ala

Ser

Val

Glu

Ser

Ile

Gly

Pro

Glu

Gln

Pro

Ile

Leu

Val

Arg

Val

Ser

Vval

Phe

Gln
1590

Asp
1605

Gly
1620

Trp
1635

Arg
1650

Gly
1665

Pro
1680

Ala
1695

Ser
1710

Gln
1725

Pro
1740

Glu
1755

Arg
1770

Lys
1785

Asp
1800

Pro
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Ala

Glu

Val

Pro

Glu

Leu

Leu

Ser

Lys

Tyr

Glu

Gly

Tyr

Ala

Ala

Ile

Pro

Ile

Gly

Asn

Ala

Gln

Asp

Tyr

Ala

Gly

Lys

Gly

Leu

Val

Ala

Gly

Asn

Lys

Pro

Ala

Pro

Ile

Val

Phe

Asn

Ser

Ala

Pro

Thr

Vval

Ala

Ile



Gly

Ala

Pro

Ser

Arg

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

Gln

Cys

Lys

Thr

Met

1805

Asp
1820

Gly
1835

Thr
1850

Gly
1865

Pro
1880

Cys
1895

Cys
1910

vVal
1925

Val
1840

Gln
1955

Asn
1970

Ser
1985

His
2000

Val
2015

Glu
2030

Arg

Asp

Met

Phe

Gly

Gln

Asp

Lys

Cys

Asn

Lys

Pro

Ser

Asn

val

Tyr

Ser

val

val

Asp

Pro

Arg

vVal

Thr

Phe

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Asp

Asn

Thr

Arg

Val

Asp

Gly

Glu

Gly

Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

Val

Ala

Val

Leu

Ile

Trp

Gly

Leu

Glu

Ser

Leu

Asp

Arg

Ser

Leu

Tyr

1810

Ala
1825

vVal
1840

Gly
1855

Cys
1870

Thr
1885

Gln
1900

Arg
1915

Thr
1930

Ser
1945

Thr
1960

Leu
1975

Gln
1990

Val
2005

val
2020

Gly
2035

Gln

Lys

Asn

Met

Leu

Thr

Pro

Cys

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Ala
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Leu

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

Val

Cys

Leu

Val

Ile

Arg

Gln

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

Cys

His

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

1815

Ile Leu
1830

Arg Ile
1845

Leu His
1860

Asp Gly
1875

Gln Cys
1890

Lys Ser
1905

Pro Asn
1920

Arg Trp
1935

Ile Val
1950

Ser Tyr
1965

Leu His
1980

Lys Ser
1995

Ser Asp
2010

Tyr Val
2025

His Glu
2040
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Ala

Glu

Lys

Asn

His

His

Ser

Thr

Thr

Val

Asn

Ile

Met

Gly

val

Gly

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

Cys

Phe

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Pro

Leu

Cys

Lys

val

val

Ser

Pro

Asp

Phe

Ala

Val

Val

Asn

Phe



Asn

Phe

Gly

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

Gly

Cys

Arg

Glu

Cys

val

Cys

His
2045

Gln
2060

Leu
2075

Arg
2090

Trp
2105

Glu
2120

Leu
2135

Phe
2150

Cys
2165

Val
2180

Pro
2195

His
2210

Gly
2225

Val
2240

Gln
2255

Gln
2270

Leu

Leu

Cys

Asp

Thr

Gln

Pro

Tyr

Glu

Cys

Pro

Cys

Cys

Pro

His

Ile

Gly

Gln

Gly

Gly

Val

Cys

Leu

Ala

Val

Val

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

His

Leu

Ile

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Ile

Ser

Cys

val

Arg

val

Ala

Cys

Ala

Trp

val

Asn

Pro

Ala

Leu

Cys

Phe
2050

Pro
2065

Asp
2080

Thr
2095

Pro
2110

Pro
2125

Glu
2140

Gln
2155

Ser
2170

Arg
2185

Tyr
2200

Val
2215

Pro
2230

Cys
2245

Glu
2260

Leu
2275

Thr

Lys

Glu

Thr

Gly

Asp

Cys

Gln

Tyr

Thr

Asn

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser
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Phe

Thr

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Thr

Phe

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Cys

Cys

val

Cys

val

Arg

Pro

Ala

Ala

Lys

Cys

His

val

Cys

Leu

Phe

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

Lys

Gln
2055

Ser
2070

Asn
2085

Thr
2100

Gln
2115

Cys
2130

Leu
2145

His
2160

Cys
2175

Cys
2190

His
2205

Asp
2220

Leu
2235

Gly
2250

Asp
2265

Val
2280
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Asn

Lys

Asp

Leu

Pro

Gln

Ala

Gln

Arg

Ala

Gly

His

Glu

Glu

His

Asn

Asn

Thr

Phe

val

Ile

vVal

Pro

Glu

Thr

Met

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Glu

Tyr

Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr



Thr

Glu

Tyr

Pro

Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

Asp

Phe

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Gln
2285

Vval
2300

Glu
2315

His
2330

Cys
2345

Arg
2360

Arg
2375

Val
2390

Ala
2405

Lys
2420

Trp
2435

Ala
2450

Glu
2465

Glu
2480

Gly
2495

Ser
2510

Pro

Ala

Cys

Cys

Arg

Val

Lys

Asn

Thr

Val

Glu

Val

Asp

Cys

Ser

Gln

Cys

Arg

Val

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Asn

Cys

Glu

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Pro

Leu

Cys

Arg

Asn

Pro

Gln

Thr

Asp

val

Gly

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

Thr

Arg

Asp

Gly

Phe

Pro

Cys

val

Cys

His

Cys

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

Ala
2290

Gln
2305

Pro
2320

Leu
2335

Thr
2350

Ser
2365

Cys
2380

Ser
2395

Gly
2410

Arg
2425

Asp
2440

Arg
2455

Ser
2470

Cys
2485

Asp
2500

Pro
2515

Lys

Asn

val

Gln

Cys

Cys

Asp

Cys

Cys

Ser

vVal

Val

Gly

Leu

Ser

Glu
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Ala

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Pro

Asp

Cys

Thr

Cys

Pro

Tyr

Leu

Thr

Ile

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Thr

Gln

Asp

Leu

Arg

His

Glu

Gly

Thr

Tyr

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Cys

Cys
2295

Cys
2310

Leu
2325

Thr
2340

Lys
2355

Arg
2370

Cys
2385

Tyr
2400

Thr
2415

Pro
2430

Thr
2445

Ser
2460

Val
2475

Cys
2490

Trp
2505

Leu
2520
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Gly

Cys

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala

Leu

Cys

Val

Asp

Gln

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Gly

Met

Lys

His

val

Ser

Asn

Cys

Glu

Val

Gly

Cys

Thr

Asn

Ser

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu

Val

val

Glu



Cys

Ser

Leu

Arg

Lys

Gln

Thr

Gly

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Thr

val

Ala

Val
2525

Cys
2540

Ser
2555

Met
2570

Thr
2585

vVal
2600

Cys
2615

Glu
2630

Arg
2645

Asp
2660

Tyr
2675

His
2690

Thr
2705

Ala
2720

Glu
2735

Met

Arg

Pro

Cys

Glu

val

Gly

Asn

Cys

Gly

Gly

Phe

Lys

Cys

Arg

val

Tyr

Val

Gln

Lys

Ala

Met

Val

Pro

Cys

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Lys

Leu

Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Gln

Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Glu

Glu

Ser

Met

Asp

Ser

Pro

Arg

Ile

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

His

Asp

Glu
2530

val
2545

Ala
2560

Leu
2575

val
2590

Gly
2605

Leu
2620

Cys
2635

Met
2650

His
2665

Arg
2680

Glu
2695

Cys
2710

Val
2725

Tyr
2740

Ile

Val

Pro

Cys

Asn

Cys

Phe

Gly

Leu

Thr

Phe

vVal

Gly

Glu

Lys

Cys

Asn
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Phe

val

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

Val

Gln

Asp

Ile

Cys

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

Val

Gln

Pro

Ser

Val

Cys

Glu

Glu

Ala

Arg

Val

Cys

Ile

Glu

Ser

Lys

Gln

Gln
2535

Ser
2550

Cys
2565

Ile
2580

Arg
2595

Cys
2610

Glu
2625

Cys
2640

Asp
2655

Asn
2670

Pro
2685

Met
2700

Cys
2715

Cys
2730

Cys
2745

Asp

101

Arg

Gly

Arg

Gly

Cys

Arg

Asn

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

Asn

Lys

Ala

Gln

Asn

Phe

Cys

Pro

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

val

Gln

Glu

Gly

val

Thr

Thr

Gln

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser
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2750 2755 2760

Cys Cys Ser Pro Thr Arg Thr Glu Pro Met Gln Val Ala Leu His
2765 2770 2775

Cys Thr Asn Gly Ser Val Val Tyr His Glu Val Leu Asn Ala Met
2780 2785 2790

Glu Cys Lys Cys Ser Pro Arg Lys Cys Ser Lys
2795 2800
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ES 2895150 T3

REIVINDICACIONES

1. Una formulaciéon que comprende un agente de union a factor de von Willebrand (VWF) y un tampén citrato a
una concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM de manera que el pH de la formulacién
es de aproximadamente 6,0 a 7,0, en la que dicho agente de union a vVWF comprende al menos un dominio variable
individual de inmunoglobulina que se une a SEQ ID NO: 20, en la que dicha formulacién comprende sacarosa a una
concentracién del 7%; y/o

dicho tampon preferiblemente tiene una osmolalidad en el intervalo de 290 + 60 mOsm/kg, mas preferiblemente en
el intervalo de 290 + 20 mOsm/kg; y/o

en la que dicha formulacion es preferiblemente adecuada para administracién parenteral, tal como una o mas
seleccionadas entre inyeccidn intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular o inyeccion
intraperitoneal; y/o

en la que dicha formulacién es esta preferiblemente en forma liquida, liofilizada, secada por pulverizacion, liofilizada
reconstituida o congelada; y/o

en la que dicha formulacion tiene:

(i) menos del 5% de especies de alto peso molecular (HMW) tras el almacenamiento durante al menos 12
meses a 5°C; y/o

(ii) menos del 5% de especies de bajo peso molecular (LMW) tras el almacenamiento durante al menos
12 meses a 5°C; y/o

en la que al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95% o incluso al
menos el 99% del agente de unién a VWF retiene su actividad de union tras el almacenamiento en comparacién con
la actividad de unién antes del almacenamiento, dicha actividad de unién tal como se mide mediante ELISA y/o
Biacore; y/o en la que dicho agente de unién tiene una concentracién en el intervalo de 0,1 a 80 mg/ml.

2. Laformulacién segln la reivindicacién 1, en la dicho agente de unién a vVWF comprende:

- un dominio variable individual de inmunoglobulina que comprende una secuencia de dominio variable de
cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional; y/o

- un dominio variable individual de inmunoglobulina que comprende una secuencia de dominio variable de
cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cadena pesada o un Nanobody (incluyendo pero sin
limitarse a una secuencia de VHH); y/o

- al menos una de las SEQ ID NO: 1-19; y/o
- una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90% idéntica a SEQ ID NO: 1.

3. La formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que dicho agente de unién a vVWF es un
polipéptido de cadena individual que comprende uno o mas domlnlos variables individuales de inmunoglobulina,
preferiblemente

- dicho agente de unién a vVWF es monovalente o multivalente; y/o

- dicho agente de unién a vVWF es monoespecifico o multiespecifico; y/o

- en la que uno o méas dominios variables individuales de inmunoglobulina estan injertados con CDR, humanizados,
camelizados, desinmunizados y/o se seleccionan mediante presentacién en fago.

4. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas

- un detergente no idnico, tal como Tween-80, preferiblemente en una concentracién de entre el 0,001 y el 0,5%
(v/v), mas preferiblemente el 0,01-0,02% (v/v).

5. Una formulaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende un agente de union a vWF y un
tampon citrato, en la que dicho tampén tiene un pH de 6,5 +0,5, por ejemplo 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7 6 6,8, mas
especificamente 6,5, y preferiblemente que comprende ademas un detergente no ibnico, tal como Tween-80,
preferiblemente en una concentracién del 0,01% (v/v).

6. Una formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende:

(a) un agente de unién a VWF a una concentracién de desde 0,1 mg/ml hasta aproximadamente 80 mg/ml;
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(b) sacarosa a una concentracion del 7% (p/v); y
(c) Tween-80 a una concentracién de aproximadamente el 0,001% a 0,5% (v/v); y

(d) un tampén citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de
manera que el pH de la formulacion es de aproximadamente 6,0 a 7,0,

en la que el agente de unién a vVWF en la formulacién retiene al menos aproximadamente el 80% de su
estabilidad tras el almacenamiento durante al menos 12 meses a 5°C.

La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que es una formulacion liquida o liofilizada

reconstituida que comprende:

(a) un agente de union a VWF a una concentracion de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta
aproximadamente 80 mg/ml;

(b) sacarosa a una concentracion del 7% (p/v);
(c) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001%-0,5% (v/v); y

(d) un tampén citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de
manera que el pH de la formulacion es de aproximadamente 6,0 a 7,0.

8. La formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es una formulacion de
almacenamiento a granel que comprende:

(a) un agente de union a VWF a una concentracion de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta
aproximadamente 80 mg/ml;

(b) sacarosa a una concentracion del 7%;

(c) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001%-0,5% (p/v); y

(d) un tampén citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de
manera que el pH de la formulacién es de aproximadamente 6,0 a 7,0,

en la que al menos 100 litros de la formulacion se almacenan en condiciones por debajo de la congelacion.

Un método o procedimiento de preparacion de una formulaciébn segiun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, comprendiendo dicho método o procedimiento las etapas de:

- expresar el agente de unién a vWF en un cultivo celular;

- purificar el agente de unién a vVWF haciendo pasar el agente de unién a vVWF a través de al menos una de
una etapa de purificacion cromatografica y una etapa de ultrafiltracién/diafiltracion;

- ajustar la concentracion del agente de union a VWF a de aproximadamente 0,1 a 80 mg/ml, en una
formulacion que contiene:

(i) sacarosa a una concentracion del 7%;
(i) Tween-80 a una concentracion de aproximadamente el 0,001%-0,5% (p/v); y
(iii) un tampon citrato a una concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de

manera que el pH de la formulacion es de aproximadamente 6,0 a 7,0.

10. Un método de preparacién de una formulacién reconstituida segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, comprendiendo dicho método las etapas de: (i) liofilizar una mezcla de un agente
de union a vWF, un lioprotector, un tensioactivo y un tampén, formando de ese modo una mezcla
liofilizada; y (ii) reconstituir la mezcla liofilizada en un diluyente, preparando de ese modo la formulacion,
en el que la formulacién reconstituida comprende

(a) un agente de union a VWF a una concentracion de desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta
aproximadamente 80 mg/ml;
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(b) sacarosa a una concentracion del 7% (p/v);
(c) Tween-80 a una concentracién de aproximadamente el 0,001-0,5% (v/v);y

(d) un tampén citrato a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, de
manera que el pH de la formulacién es de aproximadamente 6,0 a 7,0.

11. Un método para estabilizar o almacenar un agente de unién a vVWF, preferiblemente un polipéptido que
comprende al menos una de SEQ ID NO: 1-19 para el almacenamiento, que comprende preparar una formulacién
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

12. Un kit o articulo de fabricacion que comprende un recipiente que contiene la formulacién segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, e instrucciones para su uso; preferiblemente la formulaciéon esta presente en un
vial 0 una jeringa inyectable, tal como una jeringa inyectable precargada.

13. Una forma de dosificacion unitaria farmacéutica para administracioén parenteral a un paciente, preferiblemente un
paciente humano, que comprende una formulacidén segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

14. Una composicién farmacéutica o de diagndstico que comprende una formulacién que comprende un agente de
unién a vWF segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 u obtenible mediante el método segun las
reivindicaciones 9 a 11.

15. La formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un método de tratamiento o
prevencion de un trastorno relacionado con VWF en un sujeto humano o animal, que comprende administrar a dicho
sujeto una composicion farmacéutica que comprende la formulacion de cualquiera de las reivindicaciones 1-8,
reduciendo de ese modo uno 0 mas sintomas asociados con el trastorno relacionado con VWF, preferiblemente PTT.
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