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DESCRIPCION
Formulaciones de anticuerpos anti-cd3
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio y la prioridad del documento U.S.S.N. 62/380.652 presentado el 29 de agosto de
2016.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a formulaciones, dosis, y regimenes de dosificaciéon de anticuerpos anti-CD3, asi como a
métodos para su uso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los anticuerpos contra la molécula de sefializacion CD3 épsilon del complejo receptor de células T han demostrado
ser Utiles como inmunosupresores y en el tratamiento de trastornos autoinmunes. Por tanto, serian Gtiles métodos
mejorados para preparar anticuerpos anti-CD3, métodos para purificar anticuerpos anti-CD3 y formulaciones
farmacéuticas que contengan anticuerpos anti-CD3.

El documento W02007/033230 describe la formulacién de un anticuerpo anti-CD3. Los documentos W02011/080209
y WO02007/113648 describen formulaciones para anticuerpos anti-EGFR o anti-CTLA4, respectivamente. El
documento W02010/148337 describe formulaciones para la liofilizacion de una proteina farmacéutica. Los excipientes
para formulaciones biolégicas se describen en Medi MB et al, European Pharmaceutical Re, 2014, 1(1), 16-20 y J
Kang et al "Rapid Formulation Development for Monoclonal Antibodies - BioProcess InternationalBioProcess
International”, 12 de abril de 2016, URL: http://www.bioprocessintl.com/manufacturing/formulation/rapid-formulation-
development-for-monoclonal-antibodies/.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente descripcion proporciona formulacién, dosis, y regimenes de dosificacion para anticuerpos monoclonales
dirigidos especificamente contra CD3. Las formulaciones de la presente descripcion incluyen un anticuerpo anti-CD3,
y estas formulaciones se denominan aqui "formulaciones de anticuerpo anti-CD3". En algunas realizaciones, la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 es una formulacion oral.

En diversos aspectos, la invencién proporciona una formulacién oral que comprende: anticuerpo anti-CD3 o fragmento
de unién a antigeno del mismo, acetato de sodio trihidrato, cloruro de sodio, polisorbato 80, trehalosa, y metionina;

en la que el anticuerpo anti-CD3 comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11; y
la formulacién es un liquido, y en la que la concentracién de:
a. el acetato de sodio trihidrato es 10 mM a 500 mM;
b. el cloruro de sodio es 10 mM a 500 mM;
c. el polisorbato 80 es 0,01 % a 1 % (p/v),
d. latrehalosa es 5 % a 25 % (p); y
e. la metionina es 0,1 % a 0,5 % (p/v).
En un segundo aspecto, la invencion proporciona una formulacién oral que comprende: anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unién a antigeno del mismo, acetato de sodio trihidrato, cloruro de sodio, polisorbato 80, trehalosa, y
metionina; en la que el anticuerpo anti-CD3 comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, en la que la formulacién es un polvo liofilizado, y en la
que la relacién de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno a:

a. polisorbato 80 es 1: 0,01 a 0,1 (p/p);

b. trehalosa es 1: 10 a 50 (p/p);
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c. metionina es 1: 0,1 a 0,5 (p/p);
d. acetato de sodio trihidrato es 1:0,1 a 1,0 (p/p); ¥
e. cloruro de sodio es 1:0,5 a 2,0 (p/p).

En otro aspecto, la invencién proporciona una formulacién oral en polvo que comprende una dosis unitaria de 0,1 mg
a 10 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de uni6én a antigeno del mismo y 0,58 mg de acetato de sodio trihidrato,
1,25 mg de cloruro de sodio, 0,034 mg de polisorbato 80, 34. mg de trehalosa y 0,17 mg de metionina por 1 mg de
anticuerpo anti-CD3 o fragmento de union a antigeno del mismo, que comprende ademas opcionalmente 0,17 mg de
EDTA por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo, en la que el anticuerpo anti-CD3
comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11.

En otro aspecto, la invencién proporciona una capsula oral con recubrimiento entérico como se describié anteriormente
aqui, para uso en un método para tratar o aliviar un sintoma de una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio,
una enfermedad neurodegenerativa, 0 cancer, que comprende administrar la capsula oral con recubrimiento entérico
a un sujeto que lo necesita, opcionalmente en el que la enfermedad autoinmune es esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), cirrosis biliar primaria (CBP), diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, o colitis ulcerosa (UC).

Otros aspectos de la invencién se describen en las reivindicaciones dependientes.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura en las formulaciones
de NI-0401: SEC-HPLC: Area total (AUC).

La Figura 2 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura en las formulaciones
de NI-0401: SEC-HPLC: % de impureza.

La Figura 3 son fotografias de geles SDS que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre la
estabilidad de formulaciones de NI-0401 liofilizadas dializadas Iteracion#2: SDS PAGE no reductora: TO y
T14

La Figura 4 es un grafico que muestra la comparacién de la temperatura de transicién vitrea (tg) de la
formulacién principal sin dializar (10 % de trehalosa), 10 % de trehalosa 0,1 % de metionina frente a 20 % de
trehalosa +/- EDTA; Superposicién de cambio de flujo de calor inverso.

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre las formulaciones
de NI-0401 principales liofilizadas: SEC-HPLC: % de pico principal: T14 se mantuvo a 50 °C y 4 °C a 50 °C.

La Figura 6 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura en formulaciones
liofilizadas principales de NI-0401: SEC-HPLC: AUC de pico total: T14 se mantuvo a 50 °C y 4 °C.

La Figura 7 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre las formulaciones
liofilizadas de NI-0401: SEC-HPLC: % de impureza total: T14 se mantuvo a 50 2C y 4 °C.

La Figura 8 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre las formulaciones
liofilizadas de NI-0401: SEC-HPLC: % de recuperacion de pico total en T14 frente a TO.

La Figura 9 es un grafico de barras que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre las formulaciones
liofilizadas de NI-0401: SEC-HPLC: % de recuperacién pico principal en T14 frente a T0.

La Figura 10 es una fotografia de un gel de SDS que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre la
estabilidad de formulaciones liofilizadas principales en TO y T14: SDS-PAGE no reductora.

La Figura 11 es una fotografia de un gel de SDS que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre la
estabilidad de formulaciones liofilizadas principales en TO y T14: SDS-PAGE reductora.

La Figura 12 es una fotografia de un gel de IEF que muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre la
estabilidad de formulaciones liofilizadas principales en TO y T14: gel de IEF *Los carriles 1,4,8 y 10 son
marcadores de pl con 5, 10, 15y 20 ul de carga.

La Figura 13 es un grafico que muestra el perfil de clEF tipico de la formulacién de NI-0401 actual en TO-Lio
y analisis.
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La Figura 14 es un grafico que muestra el analisis de enfoque isoeléctrico capilar (cIEF) de NI-0401 después
de la liofilizacién. clEF se realizé usando un voltaje de 30 KV durante 15 minutos en la Etapa 1, y un voltaje
de 30 KV durante 30 minutos en la Etapa 2. El valor de pl de NI-0401 es -9,25 (basico).

La Figura 15 es un grafico de barras que muestra la distribucion de la poblacién heterogénea de NI-0401 en
la formulacién principal frente a la formulacién actual en TOy T14.

La Figura 16 es una fotografia que muestra la estabilidad y pureza del foralumab segun se determina
mediante analisis de SEC-HPLC correlacionado con el aspecto e integridad de la torta. Las formulaciones
con arginina y ascorbato mostraron la mayor cantidad de colapso y pérdida de material.

La Figura 17 es una fotografia que muestra el aspecto de la torta de formulaciones principales liofilizadas en
T14 (14 dias después de la liofilizacién) a 40C o 500C. (1) Formulacién de control, amortiguador sélo, (2) 20
% de trehalosa + 0,1 % de metionina y (3) 20 % de trehalosa + 0,1 % de metionina + 0,1 % de EDTA. NI-
0401 mostr6 una torta intacta en las formulaciones que contienen trehalosa y metionina. Se observa mas
colapso en la formulacién de control.

La Figura 18 es un grafico que muestra la determinacion por MDSC (calorimetria diferencial de barrido
modulada) de las temperaturas de congelacién, de fusién y de transicién vitrea.

Figura 19 Ay B: Analisis de SDS-PAGE de NI-0401 en formulaciones liofilizadas en condiciones no reducidas
(A) y reducidas (B). No se observaron cambios en la pureza del anticuerpo NI-0401 después del ciclo de
liofilizacién a temperatura ambiente (T0) o después del almacenamiento durante 14 dias (T14) a 4 °C o 50
C. La pureza del anticuerpo fue superior al 98 %, pero en el amortiguador de control en T14 y 50 °C, la
pureza cay6 al 85 % en condiciones no reductoras.

La Figura 20 es un grafico de lineas que muestra el analisis de concentraciones lineales de forlaumab
mediante SEC-HPLC para determinar la pureza del anticuerpo.

La Figura 21 A-C es una serie de graficos que muestran el analisis de SEC-HPLC de las formulaciones de
foralumab liofilizadas en TO (A), T14 a 4 °C (B) y T14 a 40 °C (C). Las formulaciones principales mostraron
una excelente estabilidad sin impurezas en comparacién con la formulacién de control.

La Figura 22 A-C son graficos que muestran un cromatograma de SEC-HPLC representativo a una inyeccién
de 36,78 g o0 6 ul usada para detectar impurezas. Escala completa (A). Escala ampliada (B). Superposicién

©)

Las Figuras 23 Ay B son cromatografias que muestran que el material liofilizado es estable a 50 °C durante
14 dias. Escala completa (A). Agrandada (B).

La Figura 24 A-D es una serie de cromatografias que muestran la pureza de las formulaciones principales de
foralumab después de la liofilizacién. Ambas formulaciones principales mostraron una pureza >98 % (SEC-
HPLC) después de la liofilizacion.

La Figura 25 es una cromatografia que muestra SEC-HPLC del foralumab no formulado que muestra una
mayor degradacién del pico principal en impurezas observada en las formulaciones de control y de manitol.

La Figura 26 es un grafico que muestra la temperatura de transicion vitrea de la formulacién principal en
comparacién con la formulacion de control (amortiguador). La temperatura de transicién vitrea de -30-37 °C
impidio el colapso de la torta liofilizada. Analisis de MDSC (calorimetria diferencial de barrido modulada) de
formulaciones principales de NI-0401 después del procedimiento de liofilizacion. Andlisis de MDSC a
diferentes temperaturas de recocido. Las temperaturas de fusién, congelacién y transicion vitrea indican que
la formulacién principal tiene un colapso minimo de la torta liofilizada, ya que estan por encima de las
temperaturas de transicién vitrea.

La Figura 27 es una clave de leyenda para la Figura 28.

La Figura 28 es una serie de graficos que muestran que las PBMC se tifieron con diferentes formulaciones
de NI-0401 o controles de placebo.

La Figura 29 es un grafico de lineas que muestra diluciones cuadruples en serie que no indican diferencias
marcadas en la unién de los reactivos 1-15 de NI-0401.

La Figura 30 muestra el protocolo de estimulacién para probar la funcién de diferentes formulaciones de NI-
0401.
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La Figura 31 muestra diferentes formulaciones congeladas de NI-0401 que inducen niveles similares de
proliferacion.

La Figura 32 A-C es una serie de graficos de barras que muestran que los anticuerpos liofilizados con
almacenamiento a -80 °C o 50 °C muestran una capacidad estimulante diferencial.

La Figura 33 es una representacion esquematica de un régimen de dosificaciéon y un ciclo de descanso
farmacéutico para una formulacidén de anticuerpo anti-CD3 nasal de la presente descripcién.

La Figura 34 es una representacion esquematica de un régimen de dosificaciéon y un ciclo de descanso
farmacéutico para una terapia combinada que usa una formulacién de anticuerpo anti-CD3 de la presente
descripcién y al menos un segundo agente para el tratamiento de la colitis ulcerosa.

La Figura 35 es una representacion esquematica de un régimen de dosificaciéon y un ciclo de descanso
farmacéutico para una terapia combinada que usa una formulacién de anticuerpo anti-CD3 de la presente
descripcién y al menos un segundo agente para el tratamiento de |la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

La Figura 36 es una representacion esquematica de un régimen de dosificaciéon y un ciclo de descanso
farmacéutico para una terapia combinada que usa una formulacién de anticuerpo anti-CD3 de la presente
descripcién y al menos un segundo agente para el tratamiento de |la diabetes tipo |I.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcidn proporciona formulaciones y dosificaciones para anticuerpos monoclonales, por ejemplo
anticuerpos monoclonales completamente humanos, especificos contra la cadena CD3 épsilon (CD3g).
Especificamente, la invencién proporciona formulaciones orales, nasales y subcutaneas de anticuerpos anti-CD3e
Utiles para la inmunomodulacién especifica del tejido diana. A diferencia de la administracién sistémica (por ejemplo,
intravenosa) de anticuerpos anti-CD3, la formulacién de la presente invencion minimiza la inmunosupresién no
deseada. Una caracteristica superior adicional de la formulacion de la invencidn es la capacidad de dosificar a menor
concentracion anticuerpos anti-CD3 de lo que era posible anteriormente debido a la naturaleza diana de la
administracién. Las formulaciones son Utiles para tratar o aliviar un sintoma de enfermedades autoinmunes, trastornos
inflamatorios, trastornos neurodegenerativos y cancer.

Anticuerpos anti-CD3

La presente invencién proporciona la formulacion de anticuerpos especificos contra la cadena CD3 épsilon (CD3g).
Los anticuerpos especificos para la cadena CD3 épsilon (CD3¢) y sus fragmentos de unidn a antigeno se denominan
aqui anticuerpo anti-CD3, y las formulaciones se denominan aqui "formulaciones de anticuerpo anti-CD3". El
anticuerpo anti-CD3 es un anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos anti-CD3 ejemplares comprenden una regién 1 determinante de la complementariedad de la cadena
pesada (CDRH1) que comprende la secuencia de aminoacidos GYGMH (SEQ ID NO: 1), una regién 2 determinante
de la complementariedad de cadena pesada (CDRH2) que comprende la secuencia de aminoacidos
VIWYDGSKKYYVDSVKG (SEQ ID NO: 3), una regidn 3 determinante de la complementariedad de cadena pesada
(CDRH3) que comprende la secuencia de aminoacidos QMGYWHFDL (SEQ ID NO: 4), una regién 1 determinante de
la complementariedad de cadena ligera (CDRL1) que comprende la secuencia de aminoacidos RASQSVSSYLA (SEQ
ID NO: 5), una regién 2 determinante de la complementariedad de cadena ligera (CDRL2) que comprende la secuencia
de aminoacidos DASNRAT (SEQ ID NO: 6), y una regién 3 determinante de la complementariedad de cadena ligera
(CDRL3) que comprende la secuencia de aminoacidos QQRSNWPPLT (SEQ ID NO: 7).

En algunos ejemplos, el anticuerpo anti-CD3 comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada variable
que comprende QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFKFSGYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSK
KYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQMGYWHFDLWGRGTLV TVSS (SEQ ID NO: 8) y una
secuencia de aminoacidos de cadena ligera variable que comprende

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARF
SGSGSGTDETLTISSLEPEDFAVY YCQORSNWPPLTFGGGTKVEIKR (8EQ 1D NO: 9).

El anticuerpo anti-CD3 de la invencion comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende:

QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFKFSGY GMHWVYRQAPGKGLEWVAVIWYDGSK
KYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQMGYWIVDLWGRGTLY
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAE
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GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 10) y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
que comprende:EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNR
ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSY
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 11). Este anticuerpo anti-CD3 se denomina
aqui NI-0401, Foralumab o 28F11-AE. (Véase, por ejemplo, Dean Y, Dépis F, Kosco-Vilbois M. "Combination therapies
in the context of anti-CD3 antibodies for the treatment of autoimmune diseases." Swiss Med Wkly. (2012).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD3 es un anticuerpo completamente humano o un anticuerpo
humanizado. En algunas realizaciones, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 incluye un anticuerpo anti-CD3 de
longitud completa. En realizaciones alternativas, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 incluye un fragmento de
anticuerpo que se une especificamente a CD3. En algunas realizaciones, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 incluye
una combinacién de anticuerpos anti-CD3 de longitud completa y fragmentos de unién a antigeno que se unen
especificamente a CD3.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a CD3 es un anticuerpo
monoclonal, anticuerpo de dominio, cadena sencilla, fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un scFv, un scAb, un dAb,
un anticuerpo de cadena pesada de dominio Unico, o un anticuerpo de cadena ligera de dominio Unico. En algunas
realizaciones, tal anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a CD3 es un anticuerpo
monoclonal de ratén, de otro roedor, quimérico, humanizado, o completamente humano.

Opcionalmente, el anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo usado en las formulaciones de la
descripcién incluye al menos una mutacién de un aminoacido. Normalmente, la mutacién se encuentra en la regién
constante. La mutacién da como resultado un anticuerpo que tiene una funcién efectora alterada. Una funcion efectora
de un anticuerpo se altera alterando, es decir, potenciando o reduciendo, la afinidad del anticuerpo por una molécula
efectora tal como un receptor Fc o un componente del complemento. Por ejemplo, la mutacién da como resultado un
anticuerpo que es capaz de reducir la liberacién de citocinas de una célula T. Por ejemplo, la mutacién esta en la
cadena pesada en el resto de aminoacido 234, 235, 265 0 297, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente, la
mutacién da como resultado un resto de alanina en la posicion 234, 235, 265 o 297, o un resto de glutamato en la
posicion 235, o una combinacién de los mismos.

Preferiblemente, el anticuerpo anti-CD3 proporcionado aqui contiene una o mas mutaciones que previenen la
liberacién mediada por la regién constante de cadena pesada de una 0 mas citocinas in vivo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD3 o su fragmento de unién a antigeno usado en las formulaciones de
la descripcién es un anticuerpo completamente humano. Los anticuerpos anti-CD3 completamente humanos usados
aqui incluyen, por ejemplo, una mutacion L234 1235 _ A234 E235 en |a regidn Fc, de modo que la liberacién de citocinas
tras la exposicion al anticuerpo anti-CD3 se reduce o elimina significativamente. La mutacién 234 2% . A234 E235 gn
la region Fc de los anticuerpos anti-CD3 proporcionados aqui reduce o elimina la liberacién de citocinas cuando los
anticuerpos anti-CD3 se exponen a leucocitos humanos, mientras que las mutaciones descritas a continuacion
mantienen una capacidad significativa de liberacién de citocinas. Por ejemplo, una reduccién significativa en la
liberacién de citocinas se define comparando la liberacién de citocinas tras la exposicién al anticuerpo anti-CD3 que
tiene una mutacion L23* 235 _, A234 E235 on |3 region Fc con el nivel de liberacion de citocinas tras la exposicion a otro
anticuerpo anti-CD3 que tiene una o0 més de las mutaciones que se describen a continuacién. Otras mutaciones en la
region Fc incluyen, por ejemplo, L234 235 _, AZ34 A235 | 235 _, E235 N297 _, A297 y 265 _, A265

El término "citocina" se refiere a todas las citocinas humanas conocidas en la técnica que se unen a receptores
extracelulares expresados en la superficie celular y de ese modo modulan la funcién celular, incluyendo, pero sin
limitarse a, IL-2, IFN-gamma, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.

Formulaciones

La formulacion anti-CD3 comprende una dosis unitaria del anticuerpo anti-CD3 en el intervalo de: alrededor de 0,1 mg
a alrededor de 50 mg; alrededor de 0,1 mg a alrededor de 25 mg; o alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg. Por
ejemplo, la dosis unitaria es alrededor de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,0,
5,5,6,0,6,5,7,0,75,8,0,8,5,9, 9,5 10 mg o mas. Preferiblemente, la dosis unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg o 5,0 mg.

La formulacién anti-CD3 puede ser liquida. Por ejemplo, la formulacién liquida es acuosa. Alternativamente, la
formulacién anti-CD3 es un polvo liofilizado. Cuando la formulacién anti-CD3 es un polvo liofilizado, se puede afiadir
adicionalmente un agente de volumen para proporcionar una estructura adecuada a la torta liofilizada. Este agente de
volumen adicional puede aumentar la estabilidad de la torta liofilizada durante el almacenamiento. Alternativamente,
este agente de volumen adicional puede ayudar en la produccion de la forma de dosificacion, por ejemplo capsula
oral. Los agentes de volumen se describen aqui, e incluyen polioles tales como trehalosa, manitol, maltosa, lactosa,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 986 900 T3

sacarosa, sorbitol, o glicerol, almidén, celulosa microcristalina, celulosa microcristalina de baja humedad tal como
Avicel o polietilenglicoles (PEG).

La formulacién de anticuerpo anti-CD3 incluye una o mas sales (una sal amortiguadora), uno 0 mas polioles y uno o
més excipientes. Las formulaciones de la presente invencién también pueden contener agentes amortiguadores, o
conservantes. La formulacién de anticuerpo anti-CD3 se amortigua en una disoluciéon a un pH en el intervalo de
alrededor de 4 a 8; en el intervalo de alrededor de 4 a 7; en el intervalo de alrededor de 4 a 6; en el intervalo de
alrededor de 5 a 6; o en el intervalo de alrededor de 5,5 a 6,5. Preferiblemente, el pH es 5,5.

Los ejemplos de sales incluyen aquellas preparadas a partir de los siguientes &cidos: clorhidrico, bromhidrico,
sulfdrico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, citrico, bérico, férmico, malénico, succinico, y similares. Tales
sales también se pueden preparar como sales de metales alcalinos o alcalino-térreos, tales como sales de sodio,
potasio o calcio. Ejemplos de agentes amortiguadores incluyen fosfato, citrato, acetato, y acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (MES).

Las formulaciones de la presente invencién pueden incluir un sistema amortiguador. Como se usa en esta solicitud,
los términos "amortiguador" o "sistema amortiguador” se refieren a un compuesto que, normalmente en combinacién
con al menos otro compuesto, proporciona un sistema amortiguador en disolucién que exhibe capacidad
amortiguadora, es decir, la capacidad de neutralizar, dentro de limites, ya sea acidos o bases (alcalis) con
relativamente poco o ninglin cambio en el pH original.

Los amortiguadores incluyen amortiguadores de borato, amortiguadores de fosfato, amortiguadores de calcio, y
combinaciones y mezclas de los mismos. Los amortiguadores de borato incluyen, por ejemplo, acido borico y sus
sales, por ejemplo borato de sodio o borato de potasio. Los amortiguadores de borato también incluyen compuestos
tal como tetraborato de potasio o metaborato de potasio, que producen acido borato o su sal en disoluciones.

Un sistema amortiguador de fosfato incluye uno o mas fosfatos monobasicos, fosfatos dibasicos y similares. Los
amortiguadores de fosfato particularmente Utiles son aquellos seleccionados de sales de fosfato de metales alcalinos
y/o alcalino-térreos. Ejemplos de amortiguadores de fosfato adecuados incluyen uno o mas de fosfato dibasico de
sodio (Na2HPQO4), fosfato monobasico de sodio (NaH2PQ4) y fosfato monobasico de potasio (KH2PO4). Los
componentes del amortiguador de fosfato se usan frecuentemente en cantidades de 0,01 % o hasta 0,5 % (p/v),
calculado como ion fosfato.

Opcionalmente se pueden afiadir otros compuestos amortiguadores conocidos segun las formulaciones de CDS3, por
ejemplo citratos, bicarbonato de sodio, TRIS, y similares. Otros ingredientes de la disolucién, aunque tienen otras
funciones, también pueden afectar la capacidad amortiguadora. Por ejemplo, el EDTA, usado a menudo como agente
complejante, puede tener un efecto notable sobre la capacidad amortiguadora de una disolucién.

Las sales preferidas para uso en las formulaciones descritas aqui incluyen cloruro de sodio, acetato de sodio, acetato
de sodio trihidrato y citrato de sodio. Las formulaciones de la invencién comprenden acetato de sodio trihidrato y
cloruro de sodio.

La concentracion de sal en las formulaciones segun la invencion esta entre alrededor de 10 mM y 500 mM, entre
alrededor de 25 mM y 250 mM, entre alrededor de 25 nMy 150 mM.

El acetato de sodio trihidrato esta a una concentracion en el intervalo de alrededor de 10 mM a 100 mM. Por ejemplo,
el acetato de sodio trihidrato esta en alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95
o 100 mM. Preferiblemente, el acetato de sodio trihidrato esta en 25 mM.

El cloruro de sodio en una concentracién en el intervalo de alrededor de 50 mM a 500 mM. Por ejemplo, el cloruro de
sodio esta en alrededor de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100. 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475 o 500 mM. Preferiblemente, el cloruro de sodio esta en una concentracién de alrededor
de 125 mM.

El citrato de sodio esta en una concentracién en el intervalo de alrededor de 10 mM a 100 mM. Por ejemplo, el citrato
de sodio esta en alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 mM.
Preferiblemente, el citrato de sodio esta en el intervalo de alrededor de 25 a 50 mM.

En algunas realizaciones, la sal es acetato de sodio trihidrato en una concentracion en el intervalo de alrededor de 25
mm a 100 mm y cloruro de sodio en una concentracion en el intervalo de alrededor de 150 mm a 500 mm.

Preferiblemente, la formulacién incluye alrededor de 25 mM de acetato de sodio trihidrato y alrededor de 150 mM de
cloruro de sodio.

La formulacién incluye uno o mas polioles como agente de volumen y/o excipientes estabilizantes. Los polioles
incluyen, por ejemplo, trehalosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, sorbitol, o glicerol. Las formulaciones de la
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invencion comprenden trehalosa. Los polioles estan en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a 50
% 0, en realizaciones de la invencion, 5 % a 25 %. Por ejemplo, el poliol esta en alrededorde 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 0 50 %.

En realizaciones, el poliol es trehalosa en una concentracién en el intervalo de alrededor de 5 % a 25 %. Por ejemplo,
la trehalosa esta en alrededor de 5, 10, 15, 20 0 25 %. Preferiblemente, la trehalosa esta en una concentracion de
alrededor de 10 % o alrededor de 20 %. Lo mas preferible, la trehalosa esta en una concentracién de alrededor de 20
%.

En algunos ejemplos, el poliol es sorbitol en una concentracion en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10
%. En algunos ejemplos, el poliol es glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de
10 %.

En algunos ejemplos, el poliol es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de
10 %. En algunos ejemplos, el poliol es maltosa en una concentracion en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor
de 10 %.

La formulacién incluye uno o mas excipientes y/o tensioactivos para suprimir o reducir de otro modo la agregacién de
anticuerpos. Los excipientes adecuados para reducir la agregacién de anticuerpos incluyen, a titulo de ejemplo no
limitativo, un tensioactivo tal como, a titulo de ejemplo no limitativo, Polisorbato 20 o Polisorbato 80. Las formulaciones
de la invencién comprenden Polisorbato 80. En algunos ejemplos, el Polisorbato 20 o Polisorbato 80 esta presente en
una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,01 a 1 %, o0 alrededor de 0,01 a 0,05 %. Por ejemplo, el Polisorbato
20 o Polisorbato 80 tiene una concentracion de alrededor de 0,01. 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07. 0,08, 0,09, 0,1,
0,2,0,3.0,4,0,5,0,6,0,7,0,8.0,90 1,0 %.

Preferiblemente, el tensioactivo es Polisorbato 80 en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,01 a 0,05 %.
Mas preferentemente, el Polisorbato 80 esta en 0,02 %.

La formulacién incluye uno o méas excipientes para reducir la oxidacién de anticuerpos. Los excipientes adecuados
para reducir la oxidacién de anticuerpos incluyen, a titulo de ejemplo no limitativo, antioxidantes. Los antioxidantes
incluyen, por ejemplo, metionina, D-arginina, BHT o acido ascérbico. El antioxidante estd presente en una
concentracion en el intervalo de alrededor de 0,01 % a 1 %; 0,1 % a 1 %; o, en realizaciones de la invencion, 0,1 % a
0,5 %. En realizaciones de la invencion, el antioxidante es metionina. En algunas realizaciones, la metionina esta
presente en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a 0,5 %. Por ejemplo, la metionina esta presente
en una concentracion de alrededor de 0,1, 0,2, 0,3. 0,4 0 0,5 %. Preferiblemente, la metionina esta en alrededor de
0,1 %.

La formulacién incluye uno o mas agentes quelantes, tal como por ejemplo acido etilendiaminotetraacético (EDTA). El
agente quelante esta en una concentracion en el intervalo de 0,01 % a1 %; 0,1 % a1 %; 00,1 % a 0,5 %. Por ejemplo,
el agente quelante esta presente en una concentracién de alrededor de 0,01. 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07. 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3. 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8. 0,9 0 1,0 %. Preferiblemente, el agente quelante es EDTA en una
concentracion de alrededor de 0,1 %.

En algunas realizaciones, la formulacién incluye uno o mas excipientes para aumentar la estabilidad. En algunas
realizaciones, el excipiente para aumentar la estabilidad es seroalbimina humana. En algunas realizaciones, la
seroalbimina humana esta presente en el intervalo de alrededor de 1 mg a alrededor de 5 mg.

En algunas realizaciones, la formulacién incluye estearato de magnesio (estearato de magnesio), un aminoacido, o
tanto estearato de magnesio como un aminoacido. Los aminoacidos adecuados incluyen, por ejemplo, leucina,
arginina, histidina, o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, uno o mas excipientes adicionales es celulosa microcristalina de baja humedad, tal como
Avicel, polietilenglicoles (PEG), o un almidén.

Otros ejemplos de vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables (tiles para las formulaciones de la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a, aglutinantes, cargas, disgregantes, lubricantes, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, y agentes de recubrimiento tales como: AGLUTINANTES: almidén de maiz, almidén de patata, otros
almidones, gelatina, gomas naturales y sintéticas tales como goma arabiga, de xantano, alginato de sodio, acido
alginico, otros alginatos, tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por ejemplo, etilcelulosa, acetato
de celulosa, carboximetilcelulosa calcica, carboximetilcelulosa sodica), polivinilpirrolidona (por ejemplo, povidona,
crospovidona, copovidona, etc.), metilcelulosa, Methocel, almidén pregelatinizado (por ejemplo, STARCH 1500® y
STARCH 1500 LM®, vendidos por Colorcon, Ltd.), hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa microcristalina (FMC
Corporation, Marcus Hook, PA, EE. UU.), Emdex, Plasdone, o0 mezclas de los mismos, CARGAS: talco, carbonato de
calcio (por ejemplo, granulos o polvo), fosfato de calcio dibasico, fosfato de calcio tribasico, sulfato de calcio (por
ejemplo, granulos o polvo), celulosa microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido silicico, sorbitol,
almidén, almidon pregelatinizado, dextrosa, fructosa, miel, lactosa anhidrato, lactosa monohidrato, lactosa y
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aspartamo, lactosa y celulosa, lactosa y celulosa microcristalina, maltodextrina, maltosa, manitol, celulosa
microcristalina y goma guar, melazas, sacarosas 0 mezclas de los mismos, DISGREGANTES: agar-agar, acido
alginico, carbonato calcico, celulosa microcristalina, croscarmelosa sédica, crospovidona, polacrilina potasica,
glicolato de almidén sédico (tal como Explotab), almidén de patata o tapioca, otros almidones, almidén pregelatinizado,
arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas (como gellan), hidroxipropilcelulosa poco sustituida, Polyplasdone, o
mezclas de los mismos, LUBRICANTES: estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral
ligero, glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, Compritol, acido estearico, laurilsulfato de sodio,
estearil fumarato de sodio (tal como Pruv), lubricantes de acidos grasos de base vegetal, talco, aceite vegetal
hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de girasol, aceite de sésamo,
aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja), estearato de zinc, oleato de etilo, laurato de etilo, agar, gel de silice
siloide (AEROSIL 200, WR Grace Co., Baltimore, MD EE.UU.), un aerosol coagulado de silice sintética (Deaussa Co.,
Piano, TX EE.UU.), un diéxido de silicio pirogénico (CAB-O-SIL, Cabot Co., Boston, MA EE.UU.}, o mezclas de los
mismos, AGENTES ANTIAGLOMERANTES: silicato de calcio, silicato de magnesio, diéxido de silicio, diéxido de silicio
coloidal, talco, o mezclas de los mismos, AGENTES ANTIMICROBIANOS: cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio, acido benzoico, alcohol bencilico, butilparabeno, cloruro de cetilpiridinio, cresol, clorobutanol, acido
deshidroacético, etilparabeno, metilparabeno, fenol, alcohol feniletilico, fenoxietanol, acetato fenilmercirico, nitrato
fenilmercurico, sorbato de potasio, propilparabeno, benzoato de sodio, deshidroacetato de sodio, propionato de sodio,
acido sorbico, timerosal, timol, o mezclas de los mismos, ANTOXIDANTES: acido ascorbico, BHA, BHT, EDTA, o
mezclas de los mismos, y AGENTES DE RECUBRIMIENTO: carboximetilcelulosa de sodio, acetato-ftalato de celulosa,
etilcelulosa, gelatina, glaseado farmacéutico, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa (hipromelosa), ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, polietilenglicol, acetato-ftalato de polivinilo, goma laca, sacarosa, diéxido de
titanio, cera de carnalba, cera microcristalina, goma gellan, maltodextrina, metacrilatos, celulosa microcristalina y
carragenina, o0 mezclas de 10s mismos.

La formulacién también puede incluir otros excipientes y categorias de los mismos que incluyen, pero no se limitan a,
Pluronic®, poloxameros (tales como Lutrol® y Poloxamer 188), acido ascérbico, glutationa, inhibidores de proteasas
(por ejemplo, inhibidor de tripsina de soja, acidos organicos), agentes reductores del pH, cremas y lociones (como
maltodextrina y carrageninas); materiales para comprimidos masticables (como dextrosa, fructosa, lactosa
monohidrato, lactosa y aspartamo, lactosa y celulosa, maltodextrina, maltosa, manitol, celulosa microcristalina y goma
guar, sorbitol cristalino); parenterales (como manitol y povidona); plastificantes (como sebacato de dibutilo,
plastificantes para recubrimientos, acetato-ftalato de polivinilo); lubricantes en polvo (como behenato de dlicerilo);
capsulas blandas de gelatina (como la disolucidn especial de sorbitol); esferas para recubrir (como esferas de azUcar);
agentes de esferonizacion (como behenato de glicerilo y celulosa microcristalina); agentes de suspensién/gelificantes
(como carragenina, goma gellan, manitol, celulosa microcristalina, povidona, glicolato de almidén soédico, goma
xantana); edulcorantes (como aspartamo, aspartamo y lactosa, dextrosa, fructosa, miel, maltodextrina, maltosa,
manitol, melazas, sorbitol cristalino, disolucion especial de sorbitol, sacarosa); agentes de granulaciéon humeda (como
carbonato de calcio, lactosa anhidra, lactosa monohidrato, maltodextrina, manitol, celulosa microcristalina, povidona,
almidén), caramelo, carboximetilcelulosa sédica, sabor a crema de cereza y sabor a cereza, acido citrico anhidro,
acido citrico, azucar glasé, D&C Rojo No. 33, laca de aluminio D&C Amarillo #10, edetato disédico, alcohol etilico 15
%, laca de aluminio FD&C Amarillo No. 6, laca de aluminio FD&C Azul #1, FD&C Azul No. 1, laca de aluminio FD&C
Azul no. 2, FD&C Verde no. 3, FD&C Rojo no. 40, laca de aluminio FD&C Amarillo no. 6, FD&C Amarillo no. 6, FD&C
Amarillo no. 10, palmitoestearato de glicerol, monoestearato de glicerilo, indigo carmin, lecitina, manitol, metil- y
propilparabenos, glicirricinato monoaménico, saborizante de naranja natural y artificial, glaseado farmacéutico,
poloxamero 188, polidextrosa, polisorbato 20, polisorbato 80, polividona, almidén de maiz pregelatinizado, almidén
pregelatinizado, 6xido de hierro rojo, sacarina sédica, carboximetiléter sédico, cloruro de sodio, citrato de sodio, fosfato
de sodio, sabor a fresa, 6xido de hierro negro sintético, 6xido de hierro rojo sintético, dibéxido de titanio, y cera blanca.

En algunos ejemplos, la formulacion anti-CD3 es un liquido, y la concentracién de acetato de sodio es alrededor de
10 mM a 500 mM; la concentracién de cloruro de sodio es alrededor de 10 mM a 500 mM; la concentracion de
polisorbato 80 es alrededor de 0,01 % a 1 % (p/v); la concentracidén de trehalosa es alrededor de 5 % a 50 % (p/iv); ¥y
la concentracién de metionina es 0,01 % a 1 % (p/v). Opcionalmente, la formulacién incluye ademas EDTA a la
concentracion de alrededor de 0,01 % a 1 % (p/v). La dosis unitaria del anticuerpo anti-CD3 o de su fragmento de
unién a antigeno esté en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a 10 mg. En algunas realizaciones, la formulacién liquida
se liofiliza para formar un polvo.

En algunas realizaciones, la formulacién anti-CD3 es un liquido, y contiene acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio
125 mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), y una dosis unitaria del
anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a 10 mg.
Opcionalmente, la formulacién incluye ademas EDTA al 0,1 % (p/v). En algunas realizaciones, la formulacion liquida
se liofiliza para formar un polvo.

En una realizacién especifica, la formulacién liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), y una dosis unitaria de 0,5 mg del
anticuerpo anti-CD3 o fragmento de union al antigeno. También se incluye en la invencién un polvo liofilizado de esta
formulacién.
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En una realizacion especifica, la formulacion liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), y una dosis unitaria de 0,2.5 mg
del anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno. También se incluye en la invencion un polvo liofilizado de
esta formulacién.

En una realizacion especifica, la formulacion liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), y una dosis unitaria de 5,0 mg del
anticuerpo anti-CD3 o fragmento de union al antigeno. También se incluye en la invencién un polvo liofilizado de esta
formulacién.

En una realizacién especifica, la formulacién liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), EDTA al 0,1 % (p/v), y una dosis
unitaria de 0,5 mg del anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno. También se incluye en la invencién un
polvo liofilizado de esta formulacién.

En una realizacion especifica, la formulacion liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), EDTA al 0,1 % (p/v), y una dosis
unitaria de 0,2.5 mg del anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno. También se incluye en la invencién un
polvo liofilizado de esta formulacion.

En una realizacién especifica, la formulacién liquida anti-CD3 incluye acetato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 125
mM, polisorbato 80 al 0,02 % (p/v), trehalosa al 20 % (p/v), metionina al 0,1 % (p/v), EDTA al 0,1 % (p/v), y una dosis
unitaria de 5,0 mg del anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién al antigeno. También se incluye en la invencién un
polvo liofilizado de esta formulacion.

En algunas realizaciones, la formulacién es un polvo liofilizado, en la que la relacion de anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unién a antigeno a polisorbato 80 es alrededor de 1: 0,01 a 0,1 (p/p); la relacién de anticuerpo anti-CD3
o fragmento de unién a antigeno trehalosa es alrededor de 1. 10 a 50 (p/p); la relacién de anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unién a antigeno metionina es alrededor de 1: 0,1 a 0,5 (p/p); la relacion de anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unién a antigeno de acetato de sodio es alrededor de 1:0,1 a 1,0 (p/p); y la relacién de anticuerpo anti-
CD83 o fragmento de unién a antigeno de cloruro sodico es alrededor de 1:0,5 a 2,0 (p/p). Opcionalmente, la formulacién
incluye ademas EDTA, en la que la relacion de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno a: EDTA es
alrededor de 1: 0,1 a 0,5 (p/p). La dosis unitaria del anticuerpo anti-CD3 o de su fragmento de unién a antigeno esta
en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a 10 mg.

En algunas realizaciones, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 0,1 mg a 10 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y
alrededor de 0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg
de polisorbato 80, alrededor de 34 mg de trehalosa y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-
CD83 o fragmento de unién a antigeno del mismo. Opcionalmente, la formulacién en polvo incluy6é ademas 0,17 mg de
EDTA por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo. Preferiblemente, la dosis unitaria
es 0,5mg, 2,5mg 05,0 mg.

En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 0,5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento
de unién a antigeno del mismo.

En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 2,5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento
de unién a antigeno del mismo.

En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento
de unién a antigeno del mismo.

En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 0,5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa, alrededor de 0,17 mg de EDTA y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg
de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo.
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En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 2,5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa, alrededor de 0,17 mg de EDTA y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg
de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En una realizacién especifica, la formulacién anti-CD3 es un polvo, por ejemplo un polvo liofilizado que tiene una dosis
unitaria de alrededor de 5 mg de un anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo y alrededor de
0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de 1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato
80, alrededor de 34 mg de trehalosa, alrededor de 0,17 mg de EDTA y alrededor de 0,17 mg de metionina por 1 mg
de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo.

El contenido de humedad (es decir, agua) de las formulaciones segun la invencién (ya sea en forma liquida, liofilizada
o de dosificacién final (por ejemplo, capsula) es menor que alrededor de 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % 0 1 %.
Preferiblemente, el contenido de humedad esta en el intervalo de 2-5 %, mas preferiblemente el contenido de humedad
esta en el intervalo de 1-2 %, lo mas preferible, el contenido de humedad es menor que 1 %. Los métodos para
determinar el contenido de humedad se conocen en la técnica; por ejemplo, el contenido de humedad se determina
mediante valoracion de Karl Fischer.

En algunas realizaciones, la osmolalidad de la formulacién es alrededor de 800-950 (por ejemplo, alrededor de 825-
925) mOsm/kg.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) son adecuadas para el almacenamiento entre alrededor de 2 °C y alrededor de 4 °C, 15°C o a
temperatura ambiente. En algunas realizaciones, la formulacién se almacena con un paquete de tamices moleculares
desecante, para reducir la humedad durante el almacenamiento. En algunas realizaciones, la formulacién se almacena
en un recipiente, por ejemplo una botella u otro recipiente adecuado, con un paquete de tamices moleculares
desecante, para reducir la humedad durante el almacenamiento.

Las formulaciones de la presente invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacion final (por ejemplo,
cépsula) proporcionan la estabilidad quimica del anticuerpo formulado y otros agentes activos opcionales de la
formulacién. "Estabilidad" y "estable", en este contexto, se refieren a la resistencia del anticuerpo y otros agentes
activos opcionales a la degradacién quimica y a cambios fisicos tales como sedimentacion, precipitacion, agregacion
en determinadas condiciones de fabricacion, y preparacién, transporte y almacenamiento . Las formulaciones
"estables” de la invencién también retienen preferiblemente al menos 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 0 99,5 % de una cantidad
inicial o de referencia en determinadas condiciones de fabricacién, preparacién, transporte, y/o almacenamiento. La
cantidad de anticuerpo y otros agentes activos opcionales se puede determinar usando cualquier método reconocido
en la técnica, por ejemplo espectrofotometria UV-Vis y cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC), o SDS-PAGE.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) son estables durante al menos 3 meses a 4 °C, 15 °C, o a temperatura ambiente. Las
formulaciones son estables durante mas de 3 meses a 4 °C o0 15 °C, por ejemplo al menos 4 meses, al menos 5 meses,
al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos 11 meses,
al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24 meses y/o méas de 24 meses a 4 °C, 15 °C, o temperatura
ambiente.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) tienen una pureza de al menos 90 %, 91 %, 92 % 95 %, 95 %, 97 %, 985, 99 % o mas de IgG
como cadenas pesadas y ligeras.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) tienen menos de 5 %, 4%, 3%, 2%, 1 % de impurezas totales.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencién (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) tienen al menos 90 %, 91 %, 92 % 95 %, 95 %, 97 %, 985, 99 % o mas de mondémeros de IgG.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la invencion (ya sea en forma liquida, liofilizada o de dosificacién final
(por ejemplo, capsula) tienen menos de 5 %, 4%, 3%, 2%, 1 %, 0,9 %, 0,8 %, 0,7 %, 0,6 %, 0,5 %, 0,4 %, 0,3 %, 0,2
%, 0,1 % de agregados totales de IgG.

Formas de dosificacion

Las formulaciones de la descripcién pueden formularse especificamente para administracion enteral, parenteral, o
nasal. Las formulaciones de la invencién estan formuladas especificamente para administracién enteral.
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Para administracion enteral, es decir, oral, las formulaciones pueden ser una capsula o un comprimido. La
administracién parental incluye administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular, e intraarticular, y puede ser un
liquido o un polvo liofilizado en un vial sellado u otro recipiente.

Para administracién nasal, las formulaciones pueden ser un aerosol en un vial sellado u otro recipiente adecuado.

Las capsulas incluyen céapsulas de gel blandas o capsulas de cubierta dura. Las capsulas de gel blandas son un gel
blando o gelatina o0 material similar a gelatina. Las capsulas de cubierta dura o de gel blandas son capsulas de HPMC.
Las capsulas, de gel blando o de cubierta dura, pueden rellenarse con una formulacién anti-CD3 liquida o una
formulacién anti-CD3 en polvo, por ejemplo liofilizada. Se describen mas arriba formulaciones anti-CD3 liquidas y en
polvo ejemplares.

En algunas realizaciones, cada céapsula incluye un recubrimiento entérico suficiente para evitar la acidez del estémago.
Puede usarse cualquier recubrimiento entérico adecuado en las formulaciones orales de anticuerpos anti-CD3,
incluyendo, a modo de ejemplo no limitativo, recubrimientos entéricos tales como Eudragit®, por ejemplo, Eudragit® L
30 D/L 100-55, que libera el anticuerpo anti-CD3 a un pH por encima de 4 o0 5.

En algunas realizaciones, cada capsula en la formulacién oral de anticuerpo anti-CD3 comprende un gel blando o
gelatina o material similar a gelatina que tiene un tamafio en el intervalo de 0 a 2, por ejemplo un tamafio 0, un tamafio
1 y/o un tamafio 2.

En algunas realizaciones, la capsula en la formulacién oral de anticuerpo anti-CD3 es una cépsula dura llena de liquido
(LFHC). Se puede usar cualquier LFHC adecuada en la formulacién oral de anticuerpo anti-CD3 de la descripcion,
incluyendo, a modo de ejemplo no limitativo, Licaps® y otras LFHC de Capsugel®.

En algunas realizaciones, cada capsula llena de liquido en la formulacién oral de anticuerpo anti-CD3 contiene un
volumen menor que alrededor de 1000 pl, por ejemplo, menor que alrededor de 75 pl, y/o menor que alrededor de 500
ul. En algunas realizaciones, cada capsula llena de liquido en la formulacién oral de anticuerpo anti-CD3 contiene un
volumen en un intervalo de alrededor de 50 pl a alrededor de 1000 LI, de alrededor de 100 pl a alrededor de 1000 pl,
de alrededor de 200 pl a alrededor de 1000 pl, de alrededor de 250 ul a alrededor de 1000 pl, de alrededor de 50 pl a
alrededor de 500 pl, de alrededor de 100 ul a alrededor de 500 pl, de alrededor de 200 ul a alrededor de 500 pl, y/o
de alrededor de 250 pl a alrededor de 500 pl.

Una formulacién oral preferida incluye una capsula oral con recubrimiento entérico que contiene una formulacién
liofilizada de anticuerpo anti-CD3 que tiene una dosis unitaria de alrededor de 0,1 mg a 10 mg de un anticuerpo anti-
CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo, y alrededor de 0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de
1,25 mg de cloruro de sodio, alrededor de 0,034 mg de polisorbato 80, alrededor de 34 mg de trehalosa y alrededor
de 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo. Opcionalmente,
la capsula oral con recubrimiento entérico incluye ademas 0,17 mg de EDTA por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unioén a antigeno del mismo. La dosis unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg 0 5,0 mg.

Otra formulacién oral preferida incluye una capsula oral con recubrimiento entérico que contiene una formulacién
liquida de anticuerpo anti-CD3 que comprende una dosis unitaria de alrededor de 0,1 mg a 10 mg de un anticuerpo
anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo, acetato de sodio trihidrato 25 mM, cloruro de sodio 125 mM,
0,02 % de polisorbato 80 (p/v), 20 % de trehalosa (p/v) y 0,1 % de metionina (p/v). Opcionalmente, la capsula oral con
recubrimiento entérico incluye ademas 0,1 % de EDTA. La dosificacién unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg 0 5,0 mg.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 es una formulacién subcutanea. En algunos ejemplos, la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea se aloja en un vial sellado u otro recipiente.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcuténea incluye un anticuerpo anti-CD3, al menos una
sal, al menos un tensioactivo, y un volumen de agua necesario para llevar la formulacién al volumen de inyeccién
deseado.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea incluye alrededor de 2 mg/ml del anticuerpo
anti-CD3, alrededor de 7,31 mg de cloruro de sodio, alrededor de 3,40 mg de acetato de sodio trihidrato, alrededor de
0,20 mg de polisorbato 80, y agua en una cantidad para llevar el volumen de formulacién hasta 1 ml para el volumen
de inyeccién deseado. La formulacién subcutanea anti-CD3 debe tener un pH en el intervalo de alrededor de 4 a 6.

En algunos ejemplos, la formulacion de anticuerpo anti-CD3 subcutanea se almacena en un vial u otro recipiente
adecuado bajo refrigeracién, por ejemplo en el intervalo de alrededor de 2 2C a alrededor de 8 2C. En algunos ejemplos,
la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea no se agita. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-
CD3 subcutanea no se congela. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea se diluye
antes de la administracion.
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En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutdnea se administra en una dosis en un intervalo
de alrededor de 1 mg/60 kg de peso corporal a alrededor de 10 mg/60 kg de peso corporal.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 es una formulacién nasal. En algunos ejemplos, la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal es una formulacién en aerosol. En algunos ejemplos, la formulacién de
anticuerpo anti-CD3 nasal es adecuada para administraciones una vez al dia. En algunos ejemplos, la formulacién de
anticuerpo anti-CD3 nasal proporciona un aerosol de un anticuerpo anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor
de 0,1 mg a alrededor de 10 mg una vez al dia. En algunos ejemplos, la formulacion de anticuerpo anti-CD3 nasal
proporciona un aerosol de un fragmento de anticuerpo anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg
a alrededor de 10 mg una vez al dia. En algunos ejemplos, la formulacion de anticuerpo anti-CD3 nasal proporciona
un aerosol de un anticuerpo anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg una
vez al dia.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal comprende una poblacién de particulas que tienen
un tamafio de particula en el intervalo de alrededor de 1 mm a alrededor de 5 mm.

Las particulas de una formulacién de particulas tienen diametros de entre alrededor de 1 mm y alrededor de 5 mm,
por ejemplo menos de 5 mm de didmetro, menos de 4 mm de diametro, menos de 3 mm de diametro, menos de 2 mm
de diametro, y alrededor de 1 mm de diametro.

Las particulas de una formulacién de particulas que comprende un anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo tienen diametros promedio de entre alrededor de 0,1 mm y alrededor de 50 mm. Las particulas
de una formulacién de particulas que comprende un anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo tienen diametros promedio de entre alrededor de 1 mm y alrededor de 10 mm, por ejemplo menos de 10 mm
de diametro promedio, menos de 9 mm de diametro promedio, menos de 8 mm de diametro promedio, menos de 7
mm de diametro promedio, menos de 6 mm de didmetro promedio, menos de 5 mm de diametro promedio, menos de
4 mm de diametro promedio, menos de 3 mm de diametro promedio, y alrededor de 2 mm de diametro promedio. En
algunos ejemplos, las particulas tienen diametros promedio de entre alrededor de 2 mm y 5 mm. En algunos ejemplos,
las particulas tienen un diametro promedio entre 2 mm y 5 mm, en los que cada particula tiene menos de alrededor
de 50 mm de diametro.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye un anticuerpo anti-CD3 de longitud
completa. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye un fragmento de anticuerpo que
se une especificamente a CD3. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una
combinacion de anticuerpos anti-CD3 de longitud completa y fragmentos de unién a antigeno que se unen
especificamente a CD3.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un anticuerpo
anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de citrato en una
concentracion en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y una sal en una concentracién de
alrededor de 150 mm, en la que la disolucion tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a 6.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un anticuerpo
anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de citrato de
sodio en una concentracion en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y cloruro de sodio en una
concentraciéon de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a 6.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un fragmento
de anticuerpo anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de
citrato en una concentracién en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y una sal en una
concentracion de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a 6. En
algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un fragmento
de anticuerpo anti-CD3 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de
citrato de sodio en una concentracion en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y cloruro de sodio
en una concentraciéon de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a
6.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un anticuerpo
NI-0401 de longitud completa en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un
amortiguador de citrato en una concentracion en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y una sal
en una concentraciéon de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a
6. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un
anticuerpo NI-0401 de longitud completa en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg,
un amortiguador de citrato de sodio en una concentracion en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50
mm, y cloruro de sodio en una concentracién de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el
intervalo de alrededor de 4 a 6.
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En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un fragmento
de anticuerpo NI-0401 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de
citrato en una concentracién en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y una sal en una
concentracién de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a 6. En
algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye una disolucién que comprende un fragmento
de anticuerpo NI-0401 en una dosis en el intervalo de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 10 mg, un amortiguador de
citrato de sodio en una concentracién en el intervalo de alrededor de 25 mm a alrededor de 50 mm, y cloruro de sodio
en una concentracién de alrededor de 150 mm, en la que la disolucién tiene un pH en el intervalo de alrededor de 4 a
6.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye uno o mas polioles como excipientes
estabilizantes. En algunos ejemplos, el poliol es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1% a
alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es trehalosa en una concentracién en el intervalo de alrededor de
0,1% a alrededor de 1 %. En algunos ejemplos, el poliol es sorbitol en una concentracion en el intervalo de alrededor
de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor
de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor
de 0,1 % a alrededor de 10 %, y trehalosa en una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de
1 %. En algunos ejemplos, el poliol es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor
de 10 %, y sorbitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos,
la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye uno o mas polioles como excipientes estabilizantes, y glicerol en
una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es trehalosa
en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 1 %, y sorbitol en una concentracion en el
intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es trehalosa en una concentracién
en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 1 %, y glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor
de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es sorbitol en una concentracién en el intervalo de alrededor
de 1 % a alrededor de 10 %, y glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %.
En algunos ejemplos, el poliol es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de
10 %, trehalosa en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 1 %, y sorbitol en una
concentracion en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es manitol en
una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 10 %, trehalosa en una concentracioén en el
intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 1 %, y glicerol en una concentracion en el intervalo de alrededor de 1
% a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol es trehalosa en una concentracién en el intervalo de alrededor
de 0,1 % a alrededor de 1 %, sorbitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %,
y glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %. En algunos ejemplos, el poliol
es manitol en una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 10 %, trehalosa en una
concentracion en el intervalo de alrededor de 0,1 % a alrededor de 1 %, sorbitol en una concentracién en el intervalo
de alrededor de 1 % a alrededor de 10 %, y el poliol es glicerol en una concentracién en el intervalo de alrededor de
1 % a alrededor de 10 %.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal incluye uno o mas tensioactivos tales como, a modo
de ejemplo no limitativo, Polisorbato 20 o Polisorbato 80. En algunos ejemplos, el Polisorbato 20 o el Polisorbato 80
esta presente en una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,01 % a alrededor de 0,05 %.

En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal es adecuada para almacenamiento a alrededor de
2 °C y alrededor de 4 °C. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal se almacena en un vial
sellado u otro recipiente adecuado. En algunos ejemplos, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 nasal se almacena
en un vial sellado u otro recipiente adecuado a alrededor de 2 °C y alrededor de 4 °C.

Se apreciard que la administracién de entidades terapéuticas segin la descripcion se realizara con vehiculos,
excipientes y otros agentes adecuados que se incorporan a las formulaciones para proporcionar transferencia,
administracion, tolerancia, y similares mejorados. En el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos se
pueden encontrar multitud de formulaciones adecuadas: Remington's Pharmaceutical Sciences (15.2 ed., Mack
Publishing Company, Easton, PA (1975)), en particular el capitulo 87 de Blaug, Seymour, alli incluido. Estas
formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, unglientos, jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen
lipidos (catidnicos o anidnicos) (tales como Lipofectin™), conjugados de ADN, pastas de absorcién anhidras,
emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite, emulsiones de carbowax (polietilenglicoles de distintos pesos
moleculares), geles semisoélidos, y mezclas semisélidas que contienen carbowax. Cualquiera de las mezclas anteriores
puede ser apropiada en tratamientos y terapias segun la presente invencion, siempre que el ingrediente activo en la
formulacién no sea inactivado por la formulacién y la formulacién sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la
via de administracién. Véanse también Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical
guidance." Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000}, Wang W. "Lyophilization and development of solid protein
pharmaceuticals.” Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000), Charman WN "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-
some emerging concepts." J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell et al. "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998), y las citas alli, para obtener informacién adicional
relacionada con formulaciones, excipientes y vehiculos bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.
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Administracion terapéutica

Las formulaciones terapéuticas proporcionadas aqui, que incluyen una formulacién de anticuerpo anti-CD3 descrita
aqui, se usan para tratar o aliviar un sintoma asociado con un trastorno relacionado con el sistema inmune, tal como,
por ejemplo, una enfermedad autoinmune o un trastorno inflamatorio. La formulacion de anticuerpo anti-CD3 descrita
aqui también se usa para tratar o aliviar un sintoma asociado con un trastorno neurodegenerativo o cancer.

Las enfermedades autoinmunes incluyen, por ejemplo, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA, que es una
enfermedad viral con un componente autoinmune), alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipido,
enfermedad autoinmune de Addison, anemia hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune, enfermedad autoinmune
del oido interno (AIED), sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS), purpura trombocitopénica autoinmune (ATP),
enfermedad de Behcet, miocardiopatia, enfermedad celiaca-dermatitis hepetiforme; sindrome de disfuncién inmune
por fatiga cronica (CFIDS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIPD), penfigoide cicatricial,
enfermedad de aglutininas frias, sindrome de la cresta, enfermedad de Crohn, enfermedad de Degos, dermatomiositis
juvenil, lupus discoide, crioglobulinemia mixta esencial, encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), fibromialgia-
fioromiositis, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis pulmonar idiopatica,
purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, diabetes mellitus insulinodependiente (diabetes tipo |;
diabetes tipo 2), artritis crénica juvenil (enfermedad de Still), artritis reumatoide juvenil, enfermedad de Méniére,
enfermedad mixta del tejido conjuntivo, esclerosis multiple, miastenia grave, esteatohepatitis no alcohélica (NASH),
anemia perniciosa, panarteditis nudosa, policondritis, sindromes poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y
dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fenémeno de
Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia (esclerosis sistémica
progresiva (PSS), también conocida como esclerosis sistémica (SS)), sindrome de Sjogren, sindrome del hombre
rigido, lupus eritematoso sistémico, arteritis de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes, colitis
ulcerosa, uveitis, vitiligo, y granulomatosis de Wegener.

Los trastornos inflamatorios incluyen, por ejemplo, trastornos inflamatorios crénicos y agudos. Ejemplos de trastornos
inflamatorios incluyen enfermedad de Alzheimer, asma, alergia atépica, alergia, aterosclerosis, asma bronquial,
eczema, glomerulonefritis, enfermedad de injerto contra hospedante, anemias hemoliticas, enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD), osteoartritis, septicemia, accidente cerebrovascular,
trasplante de tejidos y érganos, vasculitis, retinopatia diabética, y lesién pulmonar inducida por ventilador.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 se administran a un sujeto que padece un trastorno relacionado con el
sistema inmune, tal como una enfermedad autoinmune o un trastorno inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo o
cancer. Un sujeto que padece una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo
o cancer se identifica mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los sujetos que padecen una
enfermedad autoinmune, tal como enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o enfermedad inflamatoria intestinal, se
identifican usando cualquiera de una variedad de pruebas clinicas y/o de laboratorio, tales como examen fisico,
examen radiolégico, y analisis de sangre, orina y heces, para evaluar el estado inmunolégico. Por ejemplo, a los
pacientes que padecen esclerosis multiple se les identifica, por ejemplo usando imagenes por resonancia magnética,
por la presencia de lesiones del sistema nervioso central (SNC) que estan diseminadas en el tiempo y el espacio (es
decir, que ocurren en diferentes partes del SNC con al menos tres meses de diferencia). Los pacientes que padecen
artritis reumatoide se identifican usando, por ejemplo, analisis de sangre y/o radiografias u otras evaluaciones de
imagenes. Los pacientes que padecen diabetes tipo | se identifican, por ejemplo, cuando tres de estas pruebas dan
positivo, seguidas de una segunda prueba positiva en un dia diferente: (1) glucosa plasmatica en ayunas mayor o
igual a 126 mg/dl con sintomas de diabetes; (2) glucosa plasmatica casual (tomada en cualquier momento del dia)
mayor o igual a 200 mg/dl con sintomas de diabetes; o (3) valor de la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)
mayor o igual a 200 mg/dl medido en un intervalo de dos horas (la OGTT se administra durante un lapso de tres horas).

La administracién de una formulacién de anticuerpo anti-CD3 a un paciente que padece un trastorno relacionado con
el sistema inmune, tal como una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo o
cancer, se considera exitosa si se logra cualquiera de una variedad de resultados clinicos o de laboratorio. Por ejemplo,
la administracién de una formulacién de anticuerpo anti-CD3 a un paciente que padece un trastorno relacionado con
el sistema inmune, tal como una enfermedad autoinmune o un trastorno inflamatorio, se considera exitosa si uno o
mas de los sintomas asociados con el trastorno se alivia, reduce, inhibe 0 no progresa a un estado posterior, es decir,
empeora. La administracion de una formulacién de anticuerpo anti-CD3 a un paciente que padece un trastorno
relacionado con el sistema inmune, tal como una enfermedad autoinmune o un trastorno inflamatorio, se considera
exitosa si el trastorno, por ejemplo un trastorno autoinmune, entra en remision o no progresa a un estado posterior, es
decir, empeora.

En otra realizacion, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnéstico y/o prevencién de la esteatohepatitis no alcohélica (NASH). La esteatohepatitis no alcohdlica es una
enfermedad del higado graso debida a causas distintas al alcohol. NASH se asocia con sintomas tales como anemia;
fatiga; pérdida de peso; debilidad y, en etapas tardias, cirrosis. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3
proporcionadas aqui se administran a un sujeto que padece, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a NASH. Las
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formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para aliviar
al menos un sintoma de NASH, para tratar NASH, para prevenir NASH, y/o para evitar que NASH progrese a un estado
patolégico adicional en un sujeto.

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento, diagnéstico y/o prevencion
del trastorno inflamatorio intestinal (Ell}. La Ell es la inflamacion cronica e irritacion del tejido del tubo digestivo (Gl).
La Ell se asocia con sintomas tales como calambres y dolor abdominal, diarrea, sangrado rectal, fiebre, y recuento
elevado de glébulos blancos. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran a un
sujeto que padece, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a Ell. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3
proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de Ell, para tratar
Ell, para prevenir Ell, y/o para evitar que Ell progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacion, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnéstico y/o prevencion de la colitis ulcerosa. La colitis ulcerosa es la inflamacién e irritaciéon crénica del colon. La
colitis ulcerosa se asocia con sintomas tales como anemia; fatiga; pérdida de peso; pérdida de apetito; sangrado rectal;
pérdida de liquidos y nutrientes corporales; lesiones de la piel; dolor en las articulaciones; y retraso del crecimiento
(especificamente en nifios). Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran a un sujeto
que padece, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a colitis ulcerosa. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3
proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de colitis ulcerosa,
para tratar la colitis ulcerosa, para prevenir la colitis ulcerosa, y/o para evitar que la colitis ulcerosa progrese a un
estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnostico y/o prevencién de la enfermedad de Crohn. La enfermedad de Crohn es la inflamacion e irritacién crénica
de los intestinos. La enfermedad de Crohn se asocia con sintomas tales como dolor abdominal, diarrea, pérdida de
peso, falta de apetito, fiebre, sudores nocturnos, dolor rectal y sangrado rectal. Las formulaciones de anticuerpo anti-
CD83 proporcionadas aqui se administran a un sujeto que padece, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a la
enfermedad de Crohn. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran en una dosis
que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de la enfermedad de Crohn, para tratar la enfermedad de Crohn,
para prevenir la enfermedad de Crohn, y/o para evitar que la enfermedad de Crohn progrese a un estado patolégico
adicional en un sujeto.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnostico y/o prevencién de la esclerosis multiple (EM). La EM es una enfermedad inflamatoria cronica que afecta
el sistema nervioso central (SNC). Los sintomas de la EM incluyen, por ejemplo, cambios en las sensaciones,
problemas visuales, debilidad muscular, depresién, dificultades con la coordinacién y el habla, y dolor. Las
formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran a un sujeto que padece, ha sido
diagnosticado o esta predispuesto a EM. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se
administran en una dosis que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de EM, para tratar EM, para prevenir EM,
y/o para evitar que EM progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnéstico y/o prevencion de lupus. El lupus es una enfermedad inflamatoria crénica que ocurre cuando tu sistema
inmunolégico del cuerpo ataca sus propios tejidos y érganos. La inflamacién causada por el lupus puede afectar
muchos sistemas corporales diferentes, incluyendo las articulaciones, la piel, los rifiones, las células sanguineas, el
cerebro, el corazén y los pulmones. Los signos y sintomas del lupus que experimente dependeran de los sistemas
coporales afectados por la enfermedad. Los signos y sintomas mas comunes incluyen: fatiga y fiebre, dolor en las
articulaciones, rigidez e hinchazén, erupcién en forma de mariposa en la cara que cubre las mejillas y el puente de la
nariz, lesiones en la piel que aparecen o empeoran con la exposicién al sol (fotosensibilidad), dedos de manos y pies
que se vuelven blancos o azules cuando se exponen al frio o durante periodos estresantes (fenémeno de Raynaud),
dificultad para respirar, dolor en el pecho, ojos secos, cefaleas, confusién y pérdida de memoria. Las formulaciones
de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran a un sujeto que sufre, ha sido diagnosticado o esta
predispuesto a padecer lupus. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas agui se administran en una
dosis que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de lupus, para tratar el lupus, para prevenir el lupus, y/o para
evitar que el lupus progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnéstico y/o prevencién de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es una enfermedad
inflamatoria cronica que afecta el sistema nervioso central (SNC). Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3
proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para aliviar al menos un sintoma de EAE, para
tratar EAE, para prevenir EAE, y/o para evitar que EM progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacion, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnostico y/o prevencién de la diabetes mellitus insulinodependiente (diabetes tipo ). La diabetes tipo | es una
enfermedad caracterizada por hiperglucemia persistente (niveles elevados de azlicar en sangre) como resultado de
una secrecion inadecuada de la hormona insulina. La diabetes tipo | se caracteriza por la pérdida de las células beta

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 986 900 T3

productoras de insulina de los islotes de Langerhans del pancreas. La diabetes tipo | es un trastorno autoinmune en
el que el propio sistema inmune del cuerpo ataca las células beta en los islotes de Langerhans del pancreas,
destruyéndolas o dafiandolas lo suficiente como para reducir o eliminar la produccién de insulina. Los sintomas de la
diabetes tipo | incluyen, por ejemplo, aumento de la sed, aumento de la miccién, pérdida de peso a pesar del aumento
del apetito, nauseas, vomitos, dolor abdominal, y fatiga. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas
aqui se administran a un sujeto que sufre, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a padecer diabetes tipo I. Las
formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para aliviar
al menos un sintoma de diabetes tipo |, para tratar diabetes tipo |, para prevenir diabetes tipo |, y/o para evitar que
diabetes tipo | progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacion, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnostico y/o prevencién de diabetes tipo Il. La diabetes tipo Il es una enfermedad que es un trastorno metabdlico a
largo plazo que se caracteriza por hiperglucemia, resistencia a la insulina, y una relativa falta de insulina. Los sintomas
comunes incluyen aumento de la sed, miccién frecuente, y pérdida de peso inexplicable. Los sintomas también pueden
incluir aumento del hambre, sensacién de cansancio, y llagas que no sanan. A menudo, los sintomas aparecen
lentamente. Las complicaciones a largo plazo de la hiperglucemia incluyen enfermedades cardiacas, accidentes
cerebrovasculares, retinopatia diabética que puede provocar ceguera, insuficiencia renal, y flujo sanguineo deficiente
en las extremidades que puede provocar amputaciones. Puede ocurrir la aparicién repentina de un estado
hiperglucémico hiperosmolar; sin embargo, la cetoacidosis es poco comun. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3
proporcionadas aqui se administran a un sujeto que sufre, ha sido diagnosticado o esta predispuesto a padecer
diabetes tipo Il. Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran en una dosis que es
suficiente para aliviar al menos un sintoma de diabetes tipo Il, para tratar diabetes tipo Il, para prevenir diabetes tipo
II, y/o para evitar que diabetes tipo Il progrese a un estado patolégico adicional en un sujeto.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se usan en el tratamiento,
diagnéstico y/o prevencion de artritis reumatoide (AR). La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que
causa inflamacién crénica de las articulaciones. La artritis reumatoide también puede causar inflamacién del tejido
alrededor de las articulaciones, asi como de otros 6rganos del cuerpo. La AR se asocia con sintomas tales como
fatiga, falta de apetito, fiebre baja, dolores musculares y articulares, y rigidez. Las formulaciones de anticuerpo anti-
CD3 proporcionadas aqui se administran a un sujeto que padece, ha sido diagnosticado o esté predispuesto a AR.
Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran en una dosis que es suficiente para
aliviar al menos un sintoma de AR, para tratar AR, para prevenir AR, y/o para evitar que AR progrese a un estado
patologico adicional en un sujeto.

La presente invencion también proporciona formulaciones para uso en un método para tratar o aliviar un sintoma
asociado con un trastorno relacionado con el sistema inmune o un sintoma asociado con el rechazo después de un
trasplante de 6rgano. Por ejemplo, las formulaciones usadas aqui se usan para tratar o aliviar un sintoma de cualquiera
de las enfermedades autoinmunitarias y trastornos inflamatorios proporcionados aqui.

Las formulaciones terapéuticas usadas aqui también se usan como agentes inmunosupresores en trasplantes de
organos o tejidos. Como se usa aqui, "agente inmunosupresor" se refiere a un agente cuya accién sobre el sistema
inmune conduce a la reduccién inmediata o retardada de la actividad de al menos una ruta implicada en una respuesta
inmune, ya sea que esta respuesta se produzca de forma natural 0 se desencadene artificialmente, ya sea que esta
respuesta tenga lugar como parte del sistema inmune innato, el sistema inmune adaptativo, o ambos. Estas
formulaciones de anticuerpo anti-CD3 inmunosupresoras se administran a un sujeto antes, durante y/o después del
trasplante de 6rganos o tejidos. Por ejemplo, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 proporcionada aqui se usa para
tratar o prevenir el rechazo después de un trasplante de 6rganos o tejidos.

En aun otra realizacién usada aqui, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 se administra a un individuo humano tras
la deteccion de la presencia de anticuerpos autorreactivos dentro del individuo humano. Tales anticuerpos
autorreactivos se conocen en la técnica como anticuerpos con afinidad de unién por una o mas proteinas expresadas
endogenamente dentro del individuo humano. En un aspecto usado aqui, el individuo humano se evalla para detectar
la presencia de anticuerpos autorreactivos implicados especificamente en una o mas enfermedades autoinmunes
como son bien conocidas en la técnica. En una realizacién especifica, un paciente humano se evallia para determinar
la presencia de anticuerpos contra la insulina, la acido glutamico descarboxilasa y/o la proteina 1A-2, y posteriormente
se le administra un anticuerpo anti-CD3 tras la deteccién positiva de uno o mas de tales anticuerpos autorreactivos.

En adn otra realizacion usada aqui, una formulacién anti-CD3 se administra a un individuo humano para activar la
inmunidad y la inmunomodulacién de las mucosas.

La formulacién de anticuerpo anti-CD3 se usa para activar las células T reguladoras (Treg).
En otra realizacién usada aqui, una composicién de anticuerpo anti-CD3 se administra a sujetos humanos para
prevenir, reducir o disminuir el reclutamiento de células inmunes en tejidos humanos. Un anticuerpo anti-CD3 usado

aqui se administra a un sujeto que lo necesita para prevenir y tratar afecciones asociadas con el reclutamiento anormal
o desregulado de células inmunes en sitios tisulares de enfermedad humana.
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En otra realizacién usada aqui, una composiciéon de anticuerpo anti-CD3 se administra a sujetos humanos para
prevenir, reducir o disminuir la extravasacién y diapédesis de células inmunes en tejidos humanos. Por tanto, los
anticuerpos anti-CD3 usados aqui se administran para prevenir y/o tratar afecciones asociadas con la infiltracién
anormal o desregulada de células inmunes en sitios tisulares de enfermedades humanas.

En otra realizacién usada aqui, una composiciéon de anticuerpo anti-CD3 se administra a sujetos humanos para
prevenir, reducir o disminuir los efectos mediados por la liberaciéon de citocinas dentro del cuerpo humano. El término
"citocina" se refiere a todas las citocinas humanas conocidas en la técnica que se unen a receptores extracelulares
sobre la superficie celular y de ese modo modulan la funcion celular, incluyendo, pero no se limitan a, IL-2, IFN-g, TNF-
a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13.

En otra realizacién usada aqui, una composicién de anticuerpo anti-CD3 se administra a sujetos humanos para
prevenir, reducir o disminuir los efectos mediados por la liberacién de receptores de citocinas dentro del cuerpo
humano. La expresion "receptor de citocinas" se refiere a todos los receptores de citocinas humanos en la técnica que
se unen a una o mas citocinas, como se define aqui, incluidos, pero sin limitarse a, receptores de las citocinas antes
mencionadas. Por tanto, un anticuerpo anti-CD3 usado aqui se administra para tratar y/o prevenir afecciones mediadas
por activacion, unién o ligadura anormal de uno o mas receptores de citocinas dentro del cuerpo humano. Se prevé
ademas que la administracion del anticuerpo anti-CD3 in vivo agotara la sefializacion intracelular mediada por el o los
receptores de citocinas dentro de tal sujeto humano.

En un aspecto usado aqui, una composiciéon de anticuerpo anti-CD3 se administra a un individuo humano tras la
disminucién de la funcion de las células beta pancreéticas en el mismo. En una realizacion, el individuo se evalia para
determinar la funcion de las células beta, la secrecion de insulina, o los niveles de péptido ¢, como se conocen en la
técnica. Posteriormente, al notarse una disminucion suficiente de cualquiera de los indicadores, se administra al
individuo humano un régimen de dosificacién suficiente de un anticuerpo anti-CD3 para evitar una mayor progresion
de la destruccion autoinmune de la funcién de las células beta en el mismo.

Preferiblemente, las formulaciones terapéuticas de anticuerpo anti-CD3 proporcionadas aqui se administran a un
sujeto por via oral, subcutanea o nasal. Se contemplan otras vias de administracién. Por ejemplo, las formulaciones
de anticuerpo anti-CD3 se administran por via intravenosa, intramuscular, o cualquier combinacién de estas vias de
administracién.

Terapia combinada

La formulacién de anticuerpo anti-CD3 se administra durante y/o después del tratamiento en combinacién con uno o
més agentes adicionales, tales como, por ejemplo, un agente quimioterapéutico, un agente antiinflamatorio y/o un
agente inmunosupresor.

En algunas realizaciones, la formulacion de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se formulan en una Unica
composicién terapéutica, y la formulacibn de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se administran
simultaneamente.

Alternativamente, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional estan separados entre si, por ejemplo
cada uno se formula en una composicién terapéutica separada, y la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el agente
adicional se administran simultaneamente, o la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se administran
en diferentes momentos durante un régimen de tratamiento. Por ejemplo, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 se
administra antes de la administracion del agente adicional, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 se administra
después de la administracion del agente adicional, o la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se
administran de forma alterna. Como se describe aqui, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se
administran en dosis Unicas o en dosis multiples.

En algunas realizaciones, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el o los agentes adicionales se administran
simultaneamente. Por ejemplo, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el o los agentes adicionales pueden formularse
en una Unica composicién o administrarse como dos 0 mas composiciones separadas. En algunas realizaciones, la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el o los agentes adicionales se administran secuencialmente, o la formulacién
de anticuerpo anti-CD3 y el agente adicional se administran en diferentes momentos durante un régimen de
tratamiento.

La administracién de una formulacién de anticuerpo anti-CD3, sola 0 en combinacién con uno o mas agentes
adicionales, a un paciente que padece una enfermedad autoinmunitaria, un trastorno inflamatorio, un trastorno
neurodegenerativo o cancer se considera exitosa si se logra cualquiera de una variedad de objetivos clinicos o de
laboratorio. Por ejemplo, la administracién de una formulacién de anticuerpo anti-CD3, sola 0 en combinacién con uno
0 mas agentes adicionales, a un paciente que padece una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio, un
trastorno neurodegenerativo o cancer se considera exitosa si uno o mas de los sintomas asociados con la enfermedad
o trastorno se alivia, reduce, inhibe o0 no progresa a un estado adicional, es decir, empeora. La administracion de una
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formulacién de anticuerpo anti-CD3, sola o en combinacién con uno o mas agentes adicionales, a un paciente que
padece una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo o cancer se considera
exitosa si la enfermedad o trastorno entra en remisién o no progresa hacia un estado adicional, es decir, empeora.

Los segundos agentes adecuados para uso con las composiciones y métodos de la presente invencion incluyen, por
ejemplo, un inhibidor de NF-kB, un GLP-1 0 un compuesto que induce el reposo de células beta, mesalamina u otro
farmaco 5-ASA, pentoxifilina, acido ursodesoxicolico, un agonistade PPARY, acido todo transretinoico (ATRA), DPP-4
(gliptinas-sitagliptina), un inhibidor de la sintesis de acidos grasos (por ejemplo, cerulenina, quercetina, C7, apigenina,
AICAR), un agonista de FXR (por ejemplo, activadores de sales biliares, acido quenodesoxicolico, acido obeticolico
(OIBA, Ocaliva), fexaramina, cafestol, secuestrantes de acidos biliares (colestiramina, colestipol, coleserelam),
inhibidores de SGLT2 (ex-dapagliflozina (reduce los niveles de HbA1c), un mAb anti-IL-6R, anticuerpo anti-TNF
(Remicade® (Infliximab), y Humira® (Adalimumab), Enbrel® (Etanercept), compuestos antiinflamatorios y/o
inmunosupresores (por ejemplo, metotrexato, ciclosporina A, microemulsién de ciclosporina), tacrolimus,
corticosteroides, estatinas, interferén beta, acetato de glatiramer (Copaxone), interferén beta-la (Avonex), interferén
beta-la (Rebif), interferén beta-1b (Betaseron o Betaferon), mitoxantrona (Novantrone), dexametasona (Decadron),
metilprednisolona (Depo-Medrol), prednisona (Deltasone), o un medicamento contra la obesidad.

En algunas realizaciones, la terapia de combinacién que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos
un segundo agente terapéutico se usa en el tratamiento de la colitis ulcerosa. En algunas realizaciones, la inflamacion
gastrica subyacente asociada con la colitis ulcerosa se suprime antes de la administracién de la formulacién de
anticuerpo anti-CD3. En algunas realizaciones, la inflamacion gastrica subyacente asociada con la colitis ulcerosa se
suprime antes de la administracién del agente o agentes terapéuticos adicionales. En algunas realizaciones, la
inflamacién géstrica subyacente asociada con la colitis ulcerosa se suprime antes de la administracion de la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 y el o los agentes terapéuticos adicionales. En algunas realizaciones, el sujeto a
tratar se trata previamente con un agente antiinflamatorio que se dosifica antes del tratamiento con la formulacién de
anticuerpo anti-CD3. En algunas realizaciones, el sujeto a tratar se trata previamente con un agente antiinflamatorio
que se dosifica antes del tratamiento con el 0 los agentes adicionales. En algunas realizaciones, el sujeto a tratar se
trata previamente con un agente antiinflamatorio que se dosifica antes del tratamiento con la formulacién de anticuerpo
anti-CD3 y el o los agentes adicionales.

En algunas realizaciones, el segundo agente es un agente anti-interleucina 6R (IL-6R), tal como, por ejemplo, un
anticuerpo anti-IL-6R o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el segundo agente es uno o mas agentes
antiinflamatorios. En algunas realizaciones, el segundo agente es un inhibidor de NF-kB.

En algunas realizaciones, el segundo agente es acido todo transretinoico (ATRA). ATRA se produce en niveles
elevados en el intestino, y desempefa un papel importante en la inmunidad de las mucosas y la tolerancia inmunitaria.
El ATRA en niveles basales es necesario para la supervivencia y activacién de las células inmunes. También se sabe
que ATRA ayuda en la diferenciacién de las células T reguladoras (Treg).

En algunas realizaciones, el segundo agente es mesalamina u otro farmaco 5-ASA. En algunas realizaciones, la
terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y mesalamina u otro farmaco 5-ASA se
administra una vez al dia durante todo el régimen de tratamiento.

En algunas realizaciones, el segundo agente es un anticuerpo antifactor de necrosis tumoral (TNF). Cualquier
anticuerpo anti-TNF adecuado o fragmento de unién a antigeno del mismo puede usarse en las terapias combinadas
que incluyen la formulacién de anticuerpo anti-CD3 de la descripcién, incluyendo, a modo de ejemplo no limitativo,
Remicade® y Humira®.

En algunas realizaciones, el segundo agente es GLP-1 o un compuesto que induce el reposo de células beta (es decir,
un compuesto que reduce o inhibe de otro modo la liberacion de insulina, tal como abridores de canales de potasio).
Ejemplos de compuestos de GLP-1 adecuados se describen, por ejemplo, en la solicitud publicada US 20040037826,
y de compuestos que inducen el reposo de células beta adecuados se describen en la solicitud publicada US
20030235583.

En otra realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 usadas para tratar un trastorno relacionado con el
sistema inmune se administran en combinacién con cualquiera de una variedad de compuestos antiinflamatorios y/o
inmunosupresores conocidos. Los compuestos conocidos adecuados incluyen, pero no se limitan a, metotrexato,
ciclosporina A (incluyendo, por ejemplo, microemulsion de ciclosporina), tacrolimus, corticosteroides, estatinas,
interferén beta, Remicade (Infliximab), Enbrel (Etanercept) y Humira (Adalimumab).

Por ejemplo, en el tratamiento de la artritis reumatoide, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 usadas aqui se
pueden coadministrar con corticosteroides, metotrexato, ciclosporina A, estatinas, un anticuerpo anti-IL-6R, Remicade
(Infliximab), Enbrel (Etanercept) y/o Humira (Adalimumab).

En el tratamiento de la uveitis, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 se pueden administrar junto con, por ejemplo,
corticosteroides, metotrexato, ciclosporina A, ciclofosfamida y/o estatinas. Asimismo, los pacientes que padecen una
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enfermedad tal como la enfermedad de Crohn o psoriasis pueden tratarse con una combinacién de una composicion
de anticuerpo anti-CD3 usada aqui y Remicade (Infliximab), un anticuerpo anti-IL-6R, y/o Humira (Adalimumab).

Los pacientes con esclerosis multiple pueden recibir una combinacién de una composicién de anticuerpo anti-CD3
usada aqui en combinacién con, por ejemplo, acetato de glatiramer (Copaxone), interferén beta-1a (Avonex), interferén
beta-1a (Rebif), interferén beta-1b ( Betaseron o Betaferon), mitoxantrona (Novantrone), un anticuerpo anti-IL-6R,
dexametasona (Decadron), metilprednisolona (Depo-Medrol) y/o prednisona (Deltasone) y/o estatinas.

En una realizacién, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 inmunosupresoras usadas aqui se administran junto con
un segundo agente tal como, por ejemplo, GLP-1 o un compuesto que induce el reposo de células beta, como se
describi6 anteriormente.

En otra realizacién, estas formulaciones de anticuerpo anti-CD3 inmunosupresoras se administran en combinacion
con cualquiera de una variedad de compuestos antiinflamatorios y/o inmunosupresores conocidos. Los compuestos
antiinflamatorios y/o inmunosupresores adecuados para uso con los anticuerpos anti-CD3 usados aqui incluyen, pero
no se limitan a, metotrexato, ciclosporina A (incluyendo, por ejemplo, microemulsién de ciclosporina), tacrolimus,
corticosteroides y estatinas.

En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un
segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacion mostrado en la Figura 34. En algunas
realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente
terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 34, y el régimen de dosificacién se
repite. En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos
un segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 34, y el régimen de
dosificacién se repite después del periodo de reposo farmacolégico. En algunas realizaciones, la terapia combinada
que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente terapéutico se administra en un
régimen de dosificacién mostrado en la Figura 34, y el ciclo de reposo farmacolégico se repite En algunas
realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente
terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 34, y el régimen de dosificacion y el
ciclo de reposo farmacolégico se repiten. En algunas de las realizaciones anteriores, el segundo agente se selecciona
del grupo que consiste en ATRA, mesalamina u otro farmaco 5-ASA, y un anticuerpo anti-TNF o fragmento de unién a
antigeno del mismo.

En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un
segundo agente terapéutico se usa en el tratamiento de esteatohepatitis no alcohédlica (NASH). NASH es una
enfermedad autoinmune que se asocia con fibrosis hepdtica subyacente grave debido a un depésito excesivo de
grasa. El acido biliar natural, el &cido quenodesoxicélico, es el ligando fisiolégico mas activo para el receptor farnesoide
X (FXR), que participa en muchos procesos fisiologicos y patoldgicos. El acido obeticolico es el primer agonista de
FXR que se usa en estudios de farmacos en seres humanos. Sin embargo, la utilidad terapéutica de OBA puede estar
limitada a un subconjunto de pacientes. OBA no suprime el trastorno autoinmune. Por lo tanto, las combinaciones de
un agonista de FXR con las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 de la presente descripciéon producen efectos
sinérgicos cuando se administran en combinacion.

En algunas realizaciones, el segundo agente es metformina. En algunas realizaciones, el segundo agente es
metformina, administrada a una dosis de alrededor de 500 mg dos veces al dia durante 44 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, el segundo agente es pentoxifilina. En algunas realizaciones, el segundo agente es
pentoxifilina, administrada a una dosis de alrededor de 400 mg 3 veces/dia o alrededor de 600 mg dos veces al dia
durante 52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, el segundo agente es acido ursodesoxicolico. En algunas realizaciones, el segundo agente
es acido ursodesoxicolico, administrado a una dosis de alrededor de 10 mg/kg/dia a alrededor de 20 mg/kg/dia durante
52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, el segundo agente es acido obeticélico. En algunas realizaciones, el segundo agente es
acido obeticélico, administrado a una dosis de alrededor de 10 mg/kg/dia a alrededor de 20 mg/kg/dia durante 52
semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un
segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 35. En algunas
realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente
terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 35, y el régimen de dosificacién se
repite. En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos
un segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 35, y el ciclo de
reposo farmacolégico se repite En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de
anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacion mostrado
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en la Figura 35, y el régimen de dosificacion y el ciclo de reposo farmacolégico se repiten. En algunas realizaciones,
la terapia combinada que incluye una formulaciéon de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente terapéutico
se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 35, y el régimen de dosificacién se repite con el
siguiente calendario: 5-7 dias de actividad, 21-28 dias de descanso. En algunas de las realizaciones anteriores, el
segundo agente se selecciona del grupo que consiste en metformina, pentoxifilina, acido ursodesoxicélico, acido
obeticélico, y combinaciones de los mismos. En algunas de las realizaciones anteriores, el segundo agente es
metformina, administrada a 500 mg dos veces al dia durante 44 semanas de tratamiento. En algunas de las
realizaciones anteriores, el segundo agente es pentoxifilina, administrada a una dosis de 400 mg 3 veces/dia o 600
mg dos veces al dia durante 52 semanas de tratamiento. En algunas de las realizaciones anteriores, el segundo agente
es acido ursodesoxicélico, administrado a una dosis de 10-20 mg/kg/dia durante 52 semanas de tratamiento. En
algunas de las realizaciones anteriores, el segundo agente es acido obeticélico, administrado a una dosis de 10-20
mg/kg/dia durante 52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un
segundo agente terapéutico se usa en el tratamiento de diabetes tipo I. En algunas realizaciones, el segundo agente
es cualquier agente reconocido en la técnica (til en el tratamiento de la diabetes tipo | y/o la diabetes tipo Il. En algunas
realizaciones, el segundo agente es metformina. En algunas realizaciones, el segundo agente es metformina, y la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 es una formulacién oral. En algunas realizaciones, el segundo agente es
metformina, y la formulacién de anticuerpo anti-CD3 es una formulacién de capsula oral. En algunas realizaciones, la
metformina se administra en una dosis de alrededor de 500 mg BID. En algunas realizaciones, la metformina se
administra en una dosis de alrededor de 500 mg BID, y la formulacién anti-CD3 se administra en una cantidad tal que
la terapia combinada reduce la dependencia de la insulina en el sujeto. En algunas realizaciones, la metformina se
administra a una dosis de alrededor de 500 mg BID, y la formulacién anti-CD3 se administra a una poblacién de
pacientes especifica. En algunas realizaciones, la metformina se administra a una dosis de alrededor de 500 mg BID,
y la formulacién anti-CD3 se administra a pacientes que tienen niveles séricos de péptido ¢ en el intervalo de alrededor
de 0,1 nmol/l a alrededor de 0,4 nmol/l, un nivel de HbA1c menor que 7 % y/o dependencia de insulina en el intervalo
de alrededor de 0,25 U/kg/dia.

En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos un
segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacion mostrado en la Figura 36. En algunas
realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacion de anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente
terapéutico se administra en un régimen de dosificacion mostrado en la Figura 36, y el régimen de dosificacién se
repite. En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de anticuerpo anti-CD3 y al menos
un segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacién mostrado en la Figura 36, y el ciclo de
reposo farmacolégico se repite En algunas realizaciones, la terapia combinada que incluye una formulacién de
anticuerpo anti-CD3 y al menos un segundo agente terapéutico se administra en un régimen de dosificacion mostrado
en la Figura 36, y el régimen de dosificacién y el ciclo de reposo farmacolégico se repiten. En algunas de las
realizaciones anteriores, el periodo de reposo farmacolégico se basa en la mejora de los niveles séricos de péptido ¢
y/o la reduccion de HbA1c desde el valor inicial. En algunas de las realizaciones anteriores, el segundo agente es
metformina.

La presente descripcién también proporciona métodos para usar las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 en diversas
indicaciones terapéuticas, solas o en combinacién con al menos un agente adicional. En algunas realizaciones, las
formulaciones de anticuerpo anti-CD3, solas 0 en combinacién con uno 0 mas agentes adicionales, son Utiles en el
tratamiento de una enfermedad autoinmune y/o un trastorno inflamatorio.

En algunas realizaciones, una formulacién oral de anticuerpo anti-CD3, sola 0 en combinacién con uno o mas agentes
adicionales, se usa en un método para tratar una enfermedad autoinmune y/o un trastorno inflamatorio. En algunas
realizaciones, una formulacién oral de anticuerpo anti-CD3, sola o en combinacién con uno o mas agentes adicionales,
se usa en un método para tratar el trastorno inflamatorio intestinal (Ell). En algunas realizaciones, una formulacién oral
de anticuerpo anti-CD3, sola o en combinacién con uno o mas agentes adicionales, se usa en un método para tratar
la enfermedad de injerto contra hospedante (GvHD). En algunas realizaciones, una formulacién oral de anticuerpo
anti-CD3, sola 0 en combinacién con uno 0 mas agentes adicionales, se usa en un método para tratar NASH. En
algunas realizaciones, una formulaciéon oral de anticuerpo anti-CD3, sola 0 en combinacién con uno 0 mas agentes
adicionales, se usa en un método para tratar la diabetes tipo I.

En algunas realizaciones, una formulacion oral de anticuerpo anti-CD3, sola o0 en combinacién con uno 0 mas agentes
adicionales, se usa en un método para tratar la cirrosis biliar primaria (CBP). En algunas realizaciones, una formulacién
oral de anticuerpo anti-CD3, sola o en combinacién con uno o mas agentes adicionales, se usa en un método para
tratar la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

En algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea, sola o en combinacién con uno o0 més
agentes adicionales, se usa en un método para tratar una enfermedad autoinmune y/o un trastorno inflamatorio. En
algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea, sola o en combinacién con uno o0 mas
agentes adicionales, se usa en un método para tratar la Ell. En algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo
anti-CD3 subcutanea, sola 0 en combinacién con uno o mas agentes adicionales, se usa en un método para tratar la
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GvHD. En algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea, sola o en combinacién con uno
0 mas agentes adicionales, se usa en un método para tratar la diabetes tipo I.

En algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea, sola o en combinacién con uno o0 més
agentes adicionales, se usa en un método para inhibir el rechazo y/o prolongar la supervivencia del material biolégico
trasplantado en un sujeto. El material biolégico a trasplantar es una 0 mas células o tipos de células, uno o mas tejidos
o tipos de tejidos, o un érgano o porcion del mismo. Por ejemplo, el material biolégico a trasplantar es material biolégico
alogénico. En algunas realizaciones, el material biolégico a trasplantar son células de los islotes. En algunas
realizaciones, las células de los islotes son células de los islotes alogénicas. En algunas realizaciones, el material
biolégico a trasplantar es o deriva de rifion, pancreas, higado, o intestino. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
material biolégico a trasplantar es o deriva de una o mas células de rifién. En algunas realizaciones, la formulacién de
anticuerpo anti-CD3 subcutanea se administra durante y/o después del trasplante. En algunas realizaciones, la
formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea se administra durante y/o después del trasplante en combinacién con
uno o mas agentes adicionales. En algunas realizaciones, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutaneay el o los
agentes adicionales se administran simultdneamente. Por ejemplo, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutaneo
y el o los agentes adicionales pueden formularse en una Unica composicién o administrarse como dos 0 mas
composiciones separadas. En algunas realizaciones, la formulacién de anticuerpo anti-CD3 subcutanea y el o los
agentes adicionales se administran secuencialmente.

Administracion profilactica

Las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 (también denominadas aqui composiciones de anticuerpo) proporcionadas
aqui se usan en formulaciones de diagnostico y profilacticas. En una realizacion, una formulacién de anticuerpo anti-
CD3 proporcionada aqui se administra a pacientes que tienen riesgo de desarrollar una de las enfermedades
autoinmunes antes mencionadas. La predisposicién de un paciente a una o mas de las enfermedades autoinmunes
antes mencionadas se puede determinar usando marcadores genotipicos, serolégicos o bioquimicos. Por ejemplo, la
presencia de subtipos de HLA particulares y autoanticuerpos serolégicos (contra la insulina, GAD65 e |A-2) son
indicativos de diabetes tipo |.

En otra realizacién proporcionada aqui, una formulacion de anticuerpo anti-CD3 se administra a individuos humanos
diagnosticados con una o mas de las enfermedades autoinmunes antes mencionadas. Tras el diagnostico, se
administra un anticuerpo anti-CD3 para mitigar o revertir los efectos de la autoinmunidad. En uno de tales ejemplos, a
un individuo humano diagnosticado con diabetes tipo | se le administra una dosis suficiente de un anticuerpo anti-CD3
para restaurar la funcion pancreatica y minimizar el dafio de la infiltracion autoinmune en el pancreas. En otra
realizacion, a un individuo humano diagnosticado con artritis reumatoide se le administra un anticuerpo anti-CD3 para
reducir la infiltracién de células inmunes y la destruccién de las articulaciones de las extremidades.

Preferiblemente, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 terapéuticas, de diagnéstico y/o profilacticas
proporcionadas aqui se administran a un sujeto por via intravenosa o subcutanea. Se contemplan otras vias de
administracion. Por ejemplo, las formulaciones de anticuerpo anti-CD3 se administran por via intravenosa, subcutanea,
oral, parenteral, nasal, intramuscular, o cualquier combinacién de estas vias de administracion.

Otros aspectos de la descripcion

En otro aspecto, la descripcién proporciona métodos para purificar un anticuerpo anti-CD3 mediante cromatografia de
afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, y/o cromatografia de hidroxiapatita. Por ejemplo, la cromatografia de
afinidad es la cromatografia de proteina A. La cromatografia de intercambio iénico es, por ejemplo, cromatografia de
intercambio aniénico.

En un aspecto adicional, la descripcién proporciona una formulacién oral de anticuerpos terapéuticos conocidos en la
técnica. La formulaciéon es un liquido o un polvo liofilizado.

La formulacién liofilizada incluye una dosis unitaria de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo y
alrededor de 34 mg de trehalosa y 0,17 mg de metionina por mg de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo.

La formulacién liquida incluye una dosis unitaria de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, 20 %
de trehalosa (p/v) y 0,1 % de metionina (p/v).

Estas formulaciones orales pueden tener la forma de una capsula, preferiblemente una cépsula con recubrimiento
entérico.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, los términos cientificos y técnicos usados en relacién con la presente invencion
tendran los significados que entienden cominmente los expertos en la técnica. Ademds, a menos que el contexto
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requiera lo contrario, los términos en singular incluiran plurales, y los términos plurales incluirdn el singular.
Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacién con, y las técnicas de, cultivo de células y tejidos, biologia
molecular, y quimica de proteinas y oligonucleétidos o polinucleétidos e hibridacién descritas aqui son aquellas bien
conocidas y comunmente usadas en la técnica. Se usan técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de
oligonucleétidos, y cultivo y transformacién de tejidos (por ejemplo, electroporacioén, lipofeccion). Las reacciones
enzimaticas y las técnicas de purificacién se realizan segun las especificaciones del fabricante, o como se logra
comunmente en la técnica o como se describe aqui. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan generalmente
segun métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y
mas especificas que se citan y analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989)). Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica
analitica, quimica organica sintética, y quimica medicinal y farmacéutica descritas aqui son las bien conocidas y
comunmente usadas en la técnica. Se usan técnicas estandar para sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacion,
formulacién y administracion farmacéuticas, y tratamiento de pacientes.

Como se utilizan segun la presente descripcion, se entendera que los siguientes términos, a menos que se indique lo
contrario, tienen los siguientes significados:

Como se usa aqui, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente
activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se
une especificamente (inmunoreacciona con) un antigeno. Tales anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos
policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, Fan, Fay ¥ Faw)2, y una biblioteca de expresion de Fan. Por
"unirse especificamente” o "inmunorreaccionar con", se entiende que el anticuerpo reacciona con uno o0 mas
determinantes antigénicos del antigeno deseado, y no reacciona (es decir, no se une) con otros polipéptidos, o se une
con una afinidad mucho menor (Kg > 10-%) con otros polipéptidos.

Se sabe que la unidad estructural basica del anticuerpo comprende un tetramero. Cada tetramero esta compuesto por
dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera" (alrededor de 25 kDa) y una
cadena "pesada” (alrededor de 50-70 kDa). La porcién amino terminal de cada cadena incluye una regién variable de
alrededor de 100 a 110 0 mas aminoacidos, principalmente responsables del reconocimiento de antigenos. La porcién
carboxi terminal de cada cadena define una regién constante, responsable principalmente de la funcion efectora. Las
cadenas ligeras humanas se clasifican en cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como
mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgA, e IgE, respectivamente. Dentro
de las cadenas ligeras y pesadas, las regiones variables y constantes estan unidas por una regién "J" de alrededor de
12 0 mas aminoacidos, incluyendo la cadena pesada también una regién "D" de alrededor de 10 aminoacidos mas.
Véase en general, Fundamental Immunology Cap. 7 (Paul, W., ea., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989)). Las regiones
variables de cada par de cadenas ligeras/pesadas forman el sitio de unién al anticuerpo.

La expresién "anticuerpo monoclonal" (MAb) o "composicion de anticuerpo monoclonal”, como se usa aqui, se refiere
a una poblacion de moléculas de anticuerpo que contienen sélo una especie molecular de molécula de anticuerpo,
que consiste en un producto génico de cadena ligera Ginico y un producto génico de cadena pesada Unico. En particular,
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal son idénticas en todas las
moléculas de la poblacién. Los mAb contienen un sitio de unién al antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo
particular del antigeno caracterizado por una afinidad de unién Unica por él.

En general, las moléculas de anticuerpos obtenidas de seres humanos pertenecen a cualquiera de las clases IgG,
IgM, IgA, IgE e IgD, que se diferencian entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Ciertas
clases también tienen subclases, tales como IgGi, IgGe, y otras. Ademas, en seres humanos, la cadena ligera puede
ser una cadena kappa o una cadena lambda.

Como se usa aqui, el término "epitopo" incluye cualquier determinante proteico capaz de unirse especificamente a
una inmunoglobulina, un scFv, o un receptor de células T. El término "epitopo” incluye cualquier determinante proteico
capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina o un receptor de células T. Los determinantes epitdpicos
suelen consistir en agrupaciones superficiales de moléculas quimicamente activas, tales como aminoacidos o cadenas
laterales de azUcar, y suelen tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas
de carga especificas. Se afirma que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
disociacion es < 1 yM; preferiblemente < 100 nM, y lo mas preferible <10 nM.

Como se usan aqui, las expresiones "unién inmunolégica" y "propiedades de uniéon inmunolégica” y "unién especifica”
se refieren a las interacciones no covalentes del tipo que ocurren entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno
para el cual la inmunoglobulina es especifica. La fuerza o afinidad de las interacciones de unién inmunolégica se
puede expresar en términos de la constante de disociacién (Kg) de la interaccion, en la que una Ky mas pequefia
representa una afinidad mayor. Las propiedades de unién inmunolégica de polipéptidos seleccionados se cuantifican
usando métodos bien conocidos en la técnica. Uno de esos métodos implica medir las velocidades de formacién y
disociacion del complejo de sitio de unién al antigeno/antigeno, en el que esas tasas dependen de las concentraciones
de las parejas del complejo, la afinidad de la interaccion, y los parametros geométricos que influyen igualmente en la
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velocidad en ambas direcciones. De este modo, tanto la "constante de velocidad directa" (Kon) como la "constante de
velocidad inversa" (Kott) pueden determinarse mediante el calculo de las concentraciones y las velocidades reales de
asociacién y disociacion. (Véase Nature 361: 186-87 (1993)). La relacién Koit/Kon permite la cancelacién de todos los
parametros no relacionados con la afinidad, y es igual a la constante de disociacion Kq. (Véase, en general, Davies et
al. (1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Se afirma que un anticuerpo de la presente invencién se une
especificamente a un epitopo CD3 cuando la constante de unién en equilibrio (Kq) es <1 uM, preferiblemente < 100
nM, mas preferiblemente < 10 nM, y lo mas preferible < 100 pM a alrededor de 1 pM, medida mediante ensayos tales
como ensayos de unién de radioligandos o ensayos similares conocidos por los expertos en la técnica.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoécidos que tiene cadenas laterales de hidroxilo alifaticas es serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amidas es asparagina y glutamina; un
grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustitucién de aminoacidos conservativa
preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutdmico-aspartico, y
asparagina-glutamina.

Como se analiza aqui, se contempla que las variaciones menores en las secuencias de aminoacidos de anticuerpos
o moléculas de inmunoglobulina estén abarcadas por la presente invencién, siempre que las variaciones en la
secuencia de aminoacidos mantengan al menos 75 %, mas preferiblemente al menos 80 %, 90 %, 95 %, y lo més
preferible 99 %. En particular, se contemplan reemplazos conservativos de aminoacidos. Los reemplazos
conservativos son aquellos que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Los aminoacidos genéticamente codificados generalmente se dividen en familias: (1) los
aminoacidos acidos son aspartato, glutamato; (2) los aminoacidos basicos son lisina, arginina, histidina; (3) los
aminoacidos no polares son alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano, y (4) los
aminodcidos polares no cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina y tirosina. Los
aminodcidos hidréfilos incluyen arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y
treonina. Los aminoacidos hidréfobos incluyen alanina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
triptéfano, tirosina y valina. Otras familias de aminoacidos incluyen (i) serina y treonina, que son la familia alifatica-
hidroxi; (i) asparagina y glutamina, que son la familia que contiene amida; (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina,
que son la familia alifatica; y (iv) fenilalanina, triptéfano y tirosina, que son la familia aromatica.

El término "agente" se usa aqui para indicar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una
macromolécula biolégica, o un extracto elaborado a partir de materiales biolégicos.

El término paciente incluye sujetos humanos y veterinarios.

La descripcién también incluye fragmentos de anticuerpos anti-CD3 Fv, Fab, Fan ¥ Fav)2, anticuerpos anti-CD3
monocatenarios, anticuerpos anti-CD3 biespecificos, anticuerpos anti-CD3 heteroconjugados, anticuerpos
triespecificos, inmunoconjugados y fragmentos de los mismos.

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos
diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién es para CD3. La segunda diana de unién es
cualquier otro antigeno, y ventajosamente es una proteina de la superficie celular o un receptor o una subunidad del
receptor.

EJEMPLO 1: DOSIFICACION

Los datos del modelo animal indicaron que una dosis adecuada para una formulacién oral anti-CD3 de la descripcién
es alrededor de 15 mcg/raton de 20 g de peso corporal, 0 aproximadamente 750 mcg/kg para cada raton. El factor de
conversion de la dosis equivalente humana basada en la superficie corporal es 12,3. Asi, la dosis equivalente humana
asciende a 3,67 mg/60 kg de peso corporal. Los sujetos humanos recibiran entre 0,1 mg y 10 mg de anticuerpo anti-
CD3.

Los datos con animales han demostrado que la dosis subcutanea debe ser al menos dos veces mayor que la dosis de
la formulacién oral anti-CD3. Por tanto, el intervalo de dosis para las formulaciones subcutaneas anti-CD3 de la
descripcién esta en el intervalo de alrededor de 1 mg/60 kg de peso corporal a 60 kg de peso corporal.

EJEMPLO 2: METODOS GENERALES PARA LA PRODUCCION DE UNA FORMA DE DOSIFICACION DEL
ANTICUERPO NI-0401/CD3 LIOFILIZADO PARA USO EN FORMULACION ORAL

El objetivo de estos estudios fue desarrollar formulaciones de dosificacion oral de NI0401. Especificamente, el objetivo

de este estudio fue producir una forma farmacéutica liofilizada del anticuerpo NI-0401/CD3. La forma liofilizada de
NI0401 sera el ingrediente activo de una formulacién oral en una capsula.
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Se desarrollé una formulacién liofilizable mediante la seleccion de excipientes en busca de agentes de volumen y
estabilizantes, seguido de una evaluacién de la estabilidad en TO y T14. Brevemente, la evaluacion de la viabilidad se
realiz6 como se resume

o lteracion 1: Deteccion con agentes de volumen y analisis de estabilidad en TO y T14: Se utilizaron agentes
de volumen tales como trehalosa, sacarosa, manitol y lactosa.

o lteracién 2: Deteccién con estabilizantes y analisis de estabilidad: se usaron estabilizantes tales como
metionina, arginina, ascorbato de sodio y EDTA en combinacién con un agente de volumen seleccionado,
trehalosa, de la iteraciéon#1.

= Determinacién de la temperatura de transicion vitrea (Tg) usando MDSC en una formulacién principal
seleccionada de la iteracién#2 (que contiene trehalosa como agente de volumen y estabilizantes metionina
+/- EDTA).

o lteracién 3: Liofilizacion de formulaciones principales, y analisis de estabilidad a corto plazo de 14 dias en
TOy T14 (50 °C y 4 °C).

Materiales y métodos
Didlisis

La dialisis promueve el intercambio de amortiguador acuoso con la proteina de interés mediante difusién selectiva a
través de una membrana semipermeable con un corte de peso molecular conocido. Las membranas usadas para esta
técnica difieren en el tamafio de los poros.

Se tomé una alicuota de muestra de NI-0401 en acetato de sodio 25 mM/NaCl 125 mM/0,02 % p/v polisorbato en un
casete de didlisis Slide-A-Lyzer® (3-12 ml con un corte de MW de 10.000). Después, la muestra se dializ6 frente a 0,5
litros del amortiguador que contenia acetato de sodio 25 mM/0,02 % p/v polisorbato sin cloruro de sodio, preequilibrado
a 2-8 °C con los primeros 3 intercambios de amortiguador (en un intervalo de ~1 hora) con 500 ml de amortiguador,
para la eliminacién del cloruro de sodio de la muestra. Las muestras dializadas se recogieron del casete, y la
concentracién de la muestra de NI-0401 que se evalué sin dilucibn mediante espectroscopia UV usando un
espectrofotdmetro Nano Drop basado en la extincién tedrica de 1 mg/ml es 1,52 a A280 nm proporcionada por Tiziana.

pH

El pH de la muestra de formulacién de NI-0401 o del placebo se midié6 usando un pH-metro Thermo Scientific, Orion
Star Modelo A 211, equipado con un microelectrodo Ross PerpHecT, Modelo 8220BNWP. Para la preparacion de la
disolucién de amortiguador, se usé un electrodo triodo para medir el pH (Thermo Scientific, US Gel-filled Ultra Triode
Electrodes). Los instrumentos se estandarizaron usando amortiguadores de pH 4, 7 y 10 antes de cada uso.

A280

Para la verificacion del método de A280, se evalué mediante espectroscopia UV usando el sistema SpectraMax Plus
384 de Molecular Dynamics, equipado con SoftMAX Pro 6.4. Para el analisis de A280, se usaron cubetas de cuarzo
estandar (Starna Cells) con una longitud de recorrido ajustada en 1 cm. Todos los pocillos de la placa de cuarzo de 96
pocillos se llenaron con 200 pl de agua, y se leyeron a 280 nm, 252 y 330 usando un control de agua estandar. Se usé
un amortiguador de PBS 1X para todas las diluciones y como amortiguador blanco. La disolucién madre de NI-0401
de 5,9 mg/ml se diluyé hasta 1,2 mg/ml usando PBS 1X en un tubo de 1,5 ml. Esta disolucién madre se usé para
preparar las siguientes diluciones de 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 y 0,1 mg/ml. Todas las diluciones se realizaron en tubos de
microcentrifuga separados, y se mezclaron con vértex durante un par de segundos. Cada dilucion se realizé en 3
réplicas, excepto 1,0 mg/ml, que se realizd en 6 réplicas. La concentracién diana para el analisis de la muestra se
selecciond en 1 mg/ml. La dilucién con seis réplicas fue para obtener la intra e interprecisién al 100 % de la
concentracion diana. Las diluciones patron se transfirieron a la placa de cuarzo de 96 pocillos, a razén de 200 pl cada
una. La placa con las diluciones se analiz6 a longitudes de onda de 280 nm y 330 nm. El fondo a 330 nm se rest6 de
A280, y después se analizaron los valores para determinar su linealidad, precisiéon y exactitud.

SDS-PAGE

La pureza/estabilidad de NI-0401 se determiné mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras y no reductoras. Las muestras se analizaron en geles de Bis-Tris al 4-
12 %. Las muestras para el analisis reductor se redujeron en presencia de beta-mercaptoetanol, y se separaron en
geles de Bis-Tris al 4-12 %. El método se verificé analizando tres geles con tres cargas diferentes para establecer la
precision y linealidad en la estimacién de la pureza de la proteina. La linealidad de cada gel se determiné utilizando el
software Quantity One del densitémetro GS800.
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SEC-HPLC
Se verificd durante tres dias consecutivos un método de cromatografia de liquidos de alta resolucién con exclusion
por tamafio (SE-HPLC) para determinar la linealidad, exactitud y precisién. Tiziana proporcioné una muestra de NI-
0401 a ~6,5 mg/ml (6,0+/-0,6 mg/ml), que se us6 como patrdn para la verificacion del método.
MDSC
MDSC se usa para determinar y comparar la temperatura de transicion vitrea (Tg) de formulaciones principales
(liquido). MDSC mide la diferencia en el flujo de calor entre una muestra y una referencia inerte, ya que ambas estan
sujetas a un programa de temperatura lineal y sinusoidal simultdneo. El comportamiento térmico de las muestras en
proceso se llevd a cabo con calorimetria diferencial de barrido.
Para el estudio de MDSC, a la muestra de proteina NI-0401 no dializada/dializada se le asignaron alicuotas de 2,5 mg
por vial. Se cargaron 30 ul de formulaciones liquidas en bandejas T Zero, y se cerraron con tapas herméticas T Zero.
Como referencia, se us6 la bandeja TZero vacia cerrada con tapa hermética TZero. Las muestras se examinaron
colocando 30 pl de la formulacién principal en bandejas Tzero, y se sellaron herméticamente. Se usaron bandejas
vacias como referencia. Las temperaturas de transicién vitrea (Tg) y la temperatura eutéctica (Teu) se evaluaron
usando los parametros del método que se enumeran a continuacién.

Parametros del método de MDSC usados para determinar Tg y Teu de NI0401

Modular +/- 1 °C cada 60 segundos

Isoterma durante 5 min

Rampa 1 °C/min a -60 °C

Marcar el final del ciclo 1

Isoterma durante 5 min

Rampa 1 ¢C/min a 25 °C

Marca el final del ciclo 1

Parametros del método de MDSC usados para determinar los efectos del recocido sobre la Tg de NI-0401

Equilibrar a 25 °C

Modular +/- 1 °C cada 60 segundos

Isoterma durante 5 min

Rampa 1 °C/min a -60 °C

Isoterma durante 5 min

Rampa 1 ¢C/min hasta -22/24/26 °C

Isoterma durante 5 min

Rampa 1 °C/min a -60 °C

Isoterma durante 5 min

Rampa de 1 ®C/min hasta 20 °C

Marcar el final del ciclo 1
Karl-Fischer
El contenido de humedad se determin6é usando un coulémetro Mettler Toledo DL36 KF, con una estufa de secado

Mettler Toledo DO305. El instrumento se calibré con un patron de agua Hydranal para KF-Oven (Sigma, 34784, lote
n® SZBD 226AV). Los viales con torta liofilizada se calentaron a 100 °C en la estufa de secado, y el vapor de agua
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generado se tituld culombimétricamente en Hydranal (Sigma, 348386, lote n® SZBE 2830V). El vial con la torta liofilizada
se calenté en el horno, el vapor de agua residual en la muestra se burbujed en una vasija con una disolucién de catodo
y anodo, en la que el agua provoco la oxidacién del diéxido de azufre por el yodo. La cantidad de yodo generada, y
por tanto la cantidad de agua, se calculé a partir de la cantidad de electricidad que fluye durante la reaccién. Dividiendo
la cantidad de agua generada entre el peso de la torta liofilizada en la muestra, se calcula el contenido porcentual de
agua.

Osmolalidad

Las mediciones de osmolalidad se realizaron usando un microosmémetro de punto de congelacion, equipado con un
muestreador Ease Eject™ de 20 pl). Las unidades de medida son miliosmoles del soluto en 1 kg de disolvente puro,
expresado como osmolalidad (mOsm/kg H20). El instrumento se calibré con patrones de calibracion de 50 mOsm/kg
(3MADO05) y 850 mOsm/kg (3MAOD85), y se verificd con una disolucidén de referencia de control Clinitrol® de 290
mOsm/kg (3MA029) antes del analisis. Las pruebas de muestra se realizaron segiin SOP: DV-02-023. La osmolalidad
de las formulaciones de NI-0401 se midié mediante el método de depresién del punto de congelacion.

Enfoque isoeléctrico en gel (IEF)

El pH de la formulacion de NI0401 es fundamental para su estabilidad y bioactividad. La carga neta en NI-0401 es
cero en su punto isoeléctrico (Pl), positiva a un pH por debajo del PIl, y negativa a un pH por encima del Pl. La
solubilidad es mas baja en el Pl. La eleccién del pH se realiza no sélo por la solubilidad sino también por la estabilidad
y la propiedad de unién. Por lo tanto, se debe escoger un pH de compromiso para una maxima solubilidad y estabilidad
para el desarrollo de la formulacion.

Las muestras de NI-0401 se prepararon en amortiguador de muestra de IEF (pH 3-10), y las muestras se cargaron sin
calor directamente en un gel de bloque vertical de IEF (pH 3-10) junto con marcadores de gradiente de pH. Se
prepararon los amortiguadores de funcionamiento del anodo y del catodo, y se ejecutaron las condiciones del gel
(como se describe en el Manual de electroforesis en gel premoldeado Novex de Life Technologies #IM-1002). Los
geles se procesaron a 100 V durante 1 hora, 200 V durante 1 hora, y 500 V durante 30 min. Después de hacer pasar
el gel, el gel se fij6 con acido tricloroacético (TCA) al 12 % durante 30 minutos, y se lavé durante 2 horas con cambios
de agua desionizada cada 30 minutos, para eliminar el TCA al 12 %. El gel se tifi6 entonces simplemente con tincion
azul.

Enfoque isoeléctrico capilar (clEF)

Se us6 un método de enfoque isoeléctrico capilar clEF no calificado Gnicamente con fines de confirmacion. El (clEF)
se realizé mediante el sistema de caracterizacién de proteinas Proteome PA-800 usando un capilar neutro. Se
afiadieron marcadores de pl 4,1, 5,5, 7,0, 9,5 y 10,0 a la muestra, para una calibracién lineal de pl frente al tiempo. La
muestra para analisis se prepar6 afiadiendo 10 pl de NI-0401 6 mg/ml a 240 pl de una mezcla que contenia 200 pl de
gel de clEF con 3 M de urea, 12,0 ul de anfolitos portadores Pharmalyte 3-10, 20,0 pl de estabilizante catédico, 2,0 pl
de estabilizante andédico, y 2,0 ul de cada uno de los cinco marcadores pl. Los contenidos se mezclaron con vortex
durante 15 segundos, y se centrifugaron durante 5 minutos a 10.000 rpm antes del analisis.

Parametros de liofilizacion: Iteracion#1 v 2

Las formulaciones lio de NI-0401 se prepararon afadiendo a la muestra de proteina NI0401 diferentes agentes de
volumen y estabilizantes. Después de afiadir agentes de volumen y estabilizantes, se midié6 el pH de todas las
formulaciones y amortiguadores, y el pH se ajustd a ~5,5 = 0,05. Para la liofilizacion de las formulaciones de las
iteraciones 1y 2, los viales con alicuotas de 2,5 mg de formulaciones se colocaron en el centro de la bandeja, y se
liofilizaron usando los parametros mostrados en la Tabla 1-2 en un liofilizador FTS Lyo Star Il respectivamente.
Después de completar la liofilizacién, los viales se volvieron a llenar con nitrégeno a 600.000 mtorr, y se taparon. Los
viales se retiraron del estante después de alcanzar la presién establecida. Los viales se sellaron rapidamente con
tapas de de engarce de aluminio, para evitar la contaminacién del aire atmosférico y evitar la liberacién de N2 del vial.
Todos los viales liofilizados se analizaron en TO, y los viales se incubaron a 50 2C para los andlisis en T14 (excepto la
iteracion#1, que fue durante 12 dias). Las formulaciones liquidas correspondientes también se mantuvieron a 50 2C
durante 14 dias (excepto la iteracion#1, que fue durante 12 dias).

Parametros de liofilizacion: Iteracion#3

Las formulaciones liofilizadas (lio) principales de NI-0401 se prepararon mediante la muestra de proteina NI-0401 pH:
5,59 con 20 % de trehalosa como agente de volumen, y 0,1 % de metionina +/- 0,1 % EDTA como estabilizantes. La
adicién de 0,1 % de metionina (del lote 0,3M/4,44 %) no alterd el pH. Sin embargo, la adicion de EDTA (de un lote de
0,5 M) cambié el pH de 5,59 a 5,9, que se ajusté a un pH de ~5,5 con HCI 1 N. La muestra de NI0401 se distribuyé en
alicuotas de ~2,5 mg por vial. Los placebos para formulaciones principales se prepararon sin muestra de NI-0401.
Para la liofilizacion de formulaciones principales, los viales con formulaciones principales se colocan en el estante del
medio junto con viales (20) llenos con ~400 ul de cada amortiguador de placebo. El resto del espacio en los estantes
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de liofilizacién se llen6 con viales que contenian 1 ml de agua por vial. Se utilizé un vial de cada formulacién y un vial
de cada placebo para comprobar los perfiles de temperatura insertando una sonda de temperatura en el liofilizador.

EJEMPLO 3: EVALUACION DE VIABILIDAD DE LIOFILIZACION DEL NI-0401

La formulacién actual de NI-0401 es ~6,0 mg/ml en amortiguador que contiene acetato de sodio 25 mM, pH 5,5, cloruro
de sodio 125 mM y 0,02 % (p/v) de polisorbato 80. El objetivo era evaluar la liofilizacién del anticuerpo en la misma
formulacién. Desde entonces, la presencia de cloruro de sodio, un excipiente cristalino, siempre es una preocupacion
al liofilizar una proteina/anticuerpo, debido a su naturaleza inherente para absorber agua con el tiempo a menos que
se caliente durante la etapa de liofilizacion. Por lo tanto, la seleccion de excipientes implicé el examen de la formulacion
actual (formulacién no dializada) tal como esta, con adicién de agente de volumen y estabilizantes, y también
dializando cloruro de sodio fuera de la formulacién (formulacién dializada) y afiadiendo después agente de volumen y
estabilizantes.

Habia dos conjuntos de formulaciones, formulaciones de NI-0401 no dializadas/dializadas. Para todas las iteraciones,
se liofilizaron 2,5 mg. Para la formulaciéon de NI-0401 dializada, la muestra de NI-0401 se dializ6 para eliminar la sal
del amortiguador de formulacién, lo que se hizo para eliminar el punto eutéctico durante el procedimiento de secado
primario y para evitar la absorbancia de humedad atmosférica por parte de la formulacion liofilizada de NI-0401. Las
formulaciones se analizaron en TO o0 T14.

Las formulaciones para determinar la estabilidad en T cero (TO) se analizaron inmediatamente después de la
liofilizacién.

Las formulaciones para determinar la estabilidad a 14 dias (T14) se incubaron a 50 °C.

A TO y T14, las formulaciones se analizaron para determinar el aspecto de la torta, el tiempo de reconstitucion, el
aspecto de la muestra liquida, A280, pH, SDS-PAGE y SEC-HPLC.

La formulacién con agentes de volumen/estabilizantes que mostraban la mayor estabilidad y los niveles mas bajos de
impurezas se identificé para la formulacién principal segun los datos de estabilidad.

EJEMPLO 4: ITERACION 1: CRIBADO CON AGENTES DE VOLUMEN
Lista de formulaciones

La liofilizacién de las formulaciones de NI-0401 se evalué en el amortiguador de formulacién actual que contiene
acetato de sodio, pH 5,5, con y sin cloruro de sodio, con el objetivo de comprender el efecto de la sal cristalina sobre
la estabilidad de la muestra de NI-0401 en TO y T14. Por lo tanto, NI-0401 se dializ6 frente a amortiguador de acetato
de sodio 25 mM con 0,02 % p/v de polisorbato sin cloruro de sodio.

Las formulaciones de NI-0401 no dializadas/dializadas con diferentes agentes de volumen (Tabla 4) en una
concentracion de 2, 5 mg/vial se liofilizaron, y entonces se evaluaron el dia cero (TO) y el dia 12 (T12) a 50 °C para
comprender la estabilidad de la formulacién con el tiempo y la temperatura con respecto a la formulacién de control, y
los resultados de estabilidad en TO y T14 se resumen en la Tabla 5-6.

Aspecto de la torta y tiempo de reconstitucion

Las formulaciones liofilizadas y liquidas se analizaron para determinar la estabilidad en TO y T12 (incubadas a 50 °C
durante T12 dias). Después de la liofilizacién, el aspecto de la torta era amorfo para todas las formulaciones, excepto
para las formulaciones lio de control no dializadas/dializadas (Tabla 5). Todas las formulaciones lio y liquidas eran
transparentes, excepto las formulaciones lio que contenian manitol y lactosa, que eran turbias (Tablas 5 y 6).

A280

Los datos indicaron que las concentraciones de proteina de las formulaciones de la iteracion#1 oscilaron de ~5,4 a
6,1 mg/ml, sin diferencias significativas en la concentracién de proteina en TO o después de T12, excepto para la
formulacién de T12 que contiene manitol (Tablas 5 y 6), debido a la opalescencia de la formulacién.

SEC-HPLC

El andlisis de SEC-HPLC con todas las formulaciones no mostré cambios en el RT del pico principal (alrededor de
12,4+/-0,2), excepto para la formulacién lio no dializada que contenia lactosa, que eluyé con un cambio en el RT de
11,9 minutos.

El analisis de SEC-HPLC con formulaciones en TO lio y liquidas, no dializadas y dializadas, mostr6é que la respuesta
del pico principal fue alrededor de 99 % de la respuesta total, lo que sugiere que no hay un impacto significativo sobre
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la liofilizacion de las formulaciones. Entre las formulaciones liofilizadas en TO y T12, la formulacion de NI-0401 que
contiene trehalosa y lactosa mostré la mayor pureza (con una recuperaciéon de >99 % en la respuesta del pico principal,
respectivamente). Sin embargo, la formulacién que contenia lactosa desplazé el tiempo de retencién del pico principal.
Se observa una recuperacién minima del area total del pico en T12 para la formulacién que contiene manitol (Tabla 5-
6). Las formulaciones en TO y T12 que contienen trehalosa mostraron menos % de impureza en comparacién con
otras formulaciones, incluida la formulacién de control (Tablas 5 y 6). Todas las formulaciones liquidas son propensas
a una mayor degradacién a 50 °C, y muestran un mayor % de impureza en el punto de tiempo T12 en comparacion
con las formulaciones lio (Tablas 5 y 6).

SDS-PAGE

Los datos del analisis de gel de SDS-PAGE para el % de pureza de las formulaciones se presentan en la Tabla 16.
Las formulaciones lio no dializadas/dializadas que contienen trehalosa mostraron niveles bajos de impurezas, con un
% de pureza de >98,6 % y >97 % respectivamente en gel reducido y no reducido en TO y T12 en comparacién con las
formulaciones de control. Las formulaciones lio de NI0401 no dializadas/dializadas que contienen lactosa mostraron
un cambio en la movilidad de las proteinas en un gel reducido y no reducido. La formulacién lio dializadas en T12
mostré mas % de pureza en comparacion con la formulacién lio no dializada en un gel reducido y no reducido. Las
formulaciones lio no dializadas/dializadas que contenian manitol en TO y T12 mostraron una recuperacion muy baja
(80-87 % de recuperacion), y mostraron un mayor % de impurezas en un gel no reducido, lo que es consistente con
los datos de SEC-HPLC.

El andlisis cuantitativo con andlisis de SDS-PAGE con formulaciones liquidas usando el método de SDS-APGE de
Tiziana mostré una mayor degradacion de las formulaciones liquidas en T12 en comparacién con las formulaciones
liquidas en TO en un gel no reducido. Otras formulaciones liquidas que contenian lactosa mostraron un cambio en la
movilidad. La formulacion liquida que contenia trehalosa mostré un mayor % de pureza en comparacién con otras
formulaciones.

En base a estos resultados, la formulacién que contenia 10 % de trehalosa, con y sin dialisis, se selecciond para la
iteracion #2 para su deteccién en combinacién con diferentes estabilizantes.

El analisis de SEC mostr6 un alto % de pureza y un bajo % de impureza para las formulaciones en TO y T12 que
contienen trehalosa en comparacion con otras formulaciones, incluida la formulacién de control.

El analisis de SEC indicé que todas las formulaciones liquidas son propensas a una alta degradacion de LMW, y
muestran un alto % de impurezas cuando se mantienen a 50 °C durante 12 dias (T12) en comparacién con las
formulaciones liofilizadas.

El analisis de SEC mostré que las formulaciones liofilizadas en T12 que contenian trehalosa y lactosa mostraron la
mayor pureza. Sin embargo, la formulacién que contenia lactosa desplazé el tiempo de retencién del pico principal.

Con el analisis de geles reducidos y no reducidos para formulaciones no dializadas/dializadas, las formulaciones que
contienen trehalosa y lactosa mostraron la mayor pureza de proteina con bajas impurezas. Las formulaciones en T12
mostraron mayores impurezas en comparacion con las formulaciones en TO, de acuerdo con los datos de SEC-HPLC.

La lactosa mostré un cambio en la movilidad de la proteina tanto en gel reducido como en gel no reducido. Entre las
formulaciones no dializadas/dializadas, las formulaciones que contienen manitol mostraron baja pureza/recuperacién
en el analisis de gel.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteina de las formulaciones ni en TO ni después
de T12, excepto para la formulacién que contenia manitol en T12. La formulacion liofilizada que contiene manitol
mostr6 una baja solubilidad.

EJEMPLO 4: ITERACION 2: CRIBADO CON DIFERENTES ESTABILIZANTES

La muestra de NI-0401 no dializada o dializada se liofilizé con estabilizantes con el objetivo de comprender el efecto
de los estabilizantes sobre la estabilidad de la formulacién de NI-0401 liofilizada usando 10 % de trehalosa como
agente de volumen.

Lista de formulaciones

Para la iteracion#2, las formulaciones de NI-0401 no dializadas/dializadas con diferentes estabilizantes que usan 10
% de trehalosa como agente de volumen se resumen en la Tabla 7. Para el estudio de formulacién, las muestras no
dializadas/dializadas se dividieron en alicuotas a 2,5 mg/vial para formulaciones liquidas/de liofilizacién. Después de
la liofilizacién, las formulaciones liquidas no dializadas/dializadas y lio se mantuvieron a 50 °C durante 14 (T14) dias,
o se analizaron inmediatamente en T0. La estabilidad de las formulaciones se analizé usando A280, SDS-PAGE y
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SEC-HPLC, y los resultados se presentan a continuacion. Las Tablas 8 y 9 muestran el resumen de los resultados del
analisis de estabilidad con las formulaciones de la iteracion#2.

Aspecto de la torta y tiempo de reconstitucion

La Tabla 8 muestra el aspecto de la torta liofilizada en TO y después de 14 dias de incubacion a 50 °C, que era amorfo
para todas las formulaciones. El colapso de la torta fue mayor en las formulaciones no dializadas en comparacion con
las formulaciones dializadas (Tabla 8}, y el colapso fue de casi el 80-90 % en las formulaciones no dializadas/dializadas
que contenian arginina. La formulacién dializada que contenia ascorbato de sodio también mostré un colapso del 80-
90 % (Tabla 18).

El aspecto liquido de las formulaciones era transparente, excepto la formulacién lio y liquida que contenia arginina y
la formulacién liquida que contenia ascorbato de sodio, que parecian turbias debido a la precipitacién (Tablas 8 y 9).
La formulacién liquida que contenia ascorbato se volvié amarillenta debido a la oxidacion del acido ascoérbico a acido
deshidroascorbico.

A280

No hubo cambios significativos en la recuperacion de proteina entre las diferentes formulaciones lio/liquidas, excepto
para la formulacién liofilizada no dializada/dializada con 10 % de Tre-arginina (*), que mostré variabilidad en la
concentracién de proteina debido a la precipitacién/turbidez de la formulacién. La formulacion liquida y liofilizada no
dializada/dializada que contenia 10 % de Tre-ascorbato sédico (*#) mostré una concentraciéon de proteina muy alta
debido a la interferencia del ascorbato con el ensayo de A280 (Tabla 18-19).

SEC-HPLC

Los datos de SEC-HPLC con formulaciones lio y liquidas en TO y T14, dializadas y no dializadas, mostraron que la
respuesta del pico principal fue alrededor de 96-98 % (Tabla 8-9), o que sugiere que no hay un impacto significativo
sobre la liofilizacion de las formulaciones, excepto para la formulacién con arginina. La respuesta del pico principal
para la formulacién que contenia arginina fue menor que 97 %, oscilando de 27 % a 97 % en TO y 35-81 % en T14,
respectivamente, debido a la precipitacién de la proteina (Tabla 8-9). La ligera reduccién en la respuesta total para las
formulaciones con EDTA se debe a la baja concentracion de proteina inyectada en la columna.

La formulacién liquida y lio que contenia arginina también mostré el mayor % de impurezas. Las formulaciones que
contienen metionina, ascorbato de Na y EDTA mostraron el menor % de impurezas totales (Tabla 8-9). Las
formulaciones no dializadas/dializadas que contienen trehalosa o trehalosa-metionina no mostraron cambios
significativos en el RT del pico principal. Sin embargo, el analisis de SEC-HPLC con formulaciones de NI-0401
dializadas que contienen arginina o EDTA en TO y T14 mostré un cambio en el tiempo de retencién de 0, 15-0,35 Como
se esperaba, las formulaciones liquidas mostraron mayores impurezas en comparacion con las formulaciones liquidas
lio, y la recuperacion fue de alrededor de 96-99 % (Tabla 8-9).

SDS-PAGE

Las formulaciones de la iteracién#2 se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras y reductoras
para determinar la pureza de las formulaciones. Las imagenes y el analisis de cuantificacién de todas las formulaciones
con geles reducidos y no reducidos se presentan en la Tabla 10. Las formulaciones no dializadas/dializadas que
contenian metionina y EDTA mostraron una pureza elevada y bajos niveles de impurezas (Tabla 10), mostrando una
pureza de >99 % en gel no reducido y >95 % en gel reducido. Las formulaciones liquidas no dializadas/dializadas que
contienen arginina y ascorbato de sodio en T14 mostraron una recuperacion muy baja debido a la precipitacion (Tabla
10), lo que esta de acuerdo con los datos de SEC-HPLC.

El analisis cuantitativo con andlisis de SDS-PAGE con formulaciones liquidas usando el método de SDS-PAGE de
Tiziana mostré una mayor degradacion de las formulaciones liquidas en T14 en comparacién con las formulaciones
liquidas en TO en un gel no reducido. Otras formulaciones liquidas que contienen arginina mostraron mayores
impurezas. La formulacién liquida que contiene trehalosa con metionina/EDTA mostré un mayor % de pureza en
comparacién con otras formulaciones.

El analisis de SEC mostr6 un alto % de pureza y un bajo % de impureza para las formulaciones no dializadas en TO y
T14 que contienen 10 % de trehalosa con Met+/-EDTA en comparacién con otras formulaciones. Las formulaciones
en TO y T14 que contienen 10 % de trehalosa con arginina mostraron la mayor impureza y la menor recuperacion.

El analisis de SEC indicé que todas las formulaciones liquidas son propensas a una alta degradaciéon de LMW, y

muestran un alto % de impurezas cuando se mantienen a 50 °C durante 14 dias (T14) en comparacién con las
formulaciones lio.
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El analisis de SEC-HPLC con formulaciones de NI-0401 dializadas que contienen arginina o EDTA en TO y T14 mostro
un cambio en el tiempo de retencién de 0,15-0,35.

Con analisis de geles reducidos y no reducidos en formulaciones no dializadas/dializadas, las formulaciones que
contienen 10 % de trehalosa con Met+/-EDTA/ascorbato de sod. mostraron la mayor pureza de proteina con bajas
impurezas. Todas las formulaciones liquidas mostraron altas impurezas en comparacioén con las formulaciones lio.
Entre las formulaciones no dializadas/dializadas, las formulaciones que contienen arginina y ascorbato de sod.
mostraron baja pureza/recuperacion.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteina de las formulaciones ni en TO ni después
de T12, excepto para la formulacién que contiene arginina en TO y T12 y la formulacién que contiene ascorbato de
sod. a T14. La formulacién que contiene ascorbato de sod. aparecié amarilla en T14.

Con base en los datos de estabilidad de la iteracion#2, la formulacién sin diliazar que contenia 10 % de trehalosa y
0,1 % de Met con y sin EDTA se selecciono para la iteracion #2 para analizar la Tg usando analisis de MDSC.

EJEMPLO 5: ANALISIS DE MDSC SOBRE FORMULACIONES PRINCIPALES A PARTIR DEL CRIBADO DE LA
ITERACION#2

Segun el andlisis de estabilidad con las formulaciones de la iteracion#2 en TO y T14, la formulacion principal para NI-
0401 no dializado seleccionada fue 10 % de trehalosa con 0,1 % de metionina +/-EDTA. Se realizé una DSC modulada
en formulaciones principales para determinar la temperatura de transicion vitrea de la formulaciéon con el fin de
establecer la temperatura de secado primario de las formulaciones por debajo de la temperatura de transicién vitrea
(Tg) durante el procedimiento de liofilizacion.

Lista de formulaciones

Para el estudio de MDSC, se prepararon formulaciones liquidas y de liofilizacion de NI-0401 dializadas y no dializadas
con diferentes estabilizantes usando 10 % 0 20 % de trehalosa como agente de volumen, y la muestra se distribuyd
en alicuotas de 2,5 mg por vial. Las formulaciones usadas para el estudio de MDSC se resumen en la Tabla 11, y el
analisis de MDSC se realiz6 usando parametros en 30 pl de formulaciones liquidas que se cargaron en bandejas T
Zero y se engarzaron con tapas herméticas T Zero. Como referencia, se us6 la bandeja T Zero vacia engarzada con
tapa hermética T Zero.

Determinacion de Tg en formulaciones principales

MDSC se realizé en formulaciones principales no dializadas/dializadas y en la formulacién actual para determinar los
eventos térmicos, incluida la temperatura de transicién vitrea (Tg). Los resultados del andlisis de MDSC se resumen
en la Tabla 12. Como se muestra en la Tabla 12, MDSC en la formulacién actual mostré un punto eutéctico que se
eliminé completamente por la presencia de 10 % de trehalosa que esta presente en la formulacién principal (no
dializada/dializada) junto con 0,1 % de metionina. Sin embargo, la presencia de cloruro de sodio en la formulaciéon no
dializada redujo la temperatura de transicion vitrea de -32 °C a -37 °C. Se encontro que la Tg de la formulacién no
dializada y dializada con 0,1 % de Met fue -36,88 °C y -31,87 °C respectivamente.

Determinacion de Tg a diferentes temperaturas de recocido

A continuacién, la MDSC se realizé a diferentes temperaturas de recocido para la formulacién principal no dializada.
Como la temperatura de transicién es -37 °C para la formulacién principal, se intenté reducir la temperatura de
transicién vitrea, ya que es dificil mantener la temperatura del producto a o por debajo de la temperatura de colapso
de -37 °C durante la etapa de liofilizacién del procedimiento de secado primario con un control de temperatura y
presion. Y sila temperatura del estante es inferior a -37 °C, el tiempo total de liofilizacién serd mayor y no sera rentable.
Como se muestra en la Tabla 12, MDSC en formulacién principal (formulacién no dializada con 10 % de trehalosa y
0,1 % de metionina) a diferentes temperaturas de recocido no mostré cambios importantes en la temperatura de
transicién vitrea (Tg de -37 °C) de la formulacion principal no dializada.

Determinacion de Tg en formulaciones principales con 10 % y 20 % de trehalosa

El procedimiento de recocido a diferentes temperaturas no redujo la temperatura de transicion vitrea; por lo tanto, la
formulacién que contenia mayor cantidad de trehalosa se evalué para determinar si reducia la Tg. Ademas, el analisis
de MDSC no indic6 diferencias significativas entre la formulacion que contenia 20 % de trehalosa y 0,1 % de EDTAy
la formulacién principal que contenia 10 % de trehalosa y 0,1 % de metionina. Ademas, no se observaron cambios en
el tiempo de retencién en el cromatograma (SEC-HPLC) entre las muestras de NI0401 no dializadas con 10 % de
trehalosa/10 % de trehalosa-0,1 % de metionina/20 % de trehalosa + 0,1 % de EDTA. Como se muestra en la Tabla
12, MDSC en la formulacion principal (formulacién no dializada que contiene 0,1 % de metionina) con un aumento de
trehalosa (del 10 % al 20 %) disminuy6 la Tg en ~2 (°C), lo cual es deseable para el procedimiento de liofilizacion; por
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tanto, esta formulacion que contiene 20 % de trehalosa con 0,1 % de metionina +/- 0,1 % de EDTA se seleccion6 para
la iteracién final en lugar de una formulacién con 10 % de trehalosa.

La adicién de 10 % de trehalosa como agente de volumen elimind el punto eutéctico causado por la presencia de NaCl
en la formulacién principal no dializada que contenia 0,1 % de metionina.

El cambio en la temperatura de recocido no mostré efecto sobre la Tg de la formulacién principal.

El aumento de la concentracion de trehalosa de 10 % a 20 % disminuy®6 la Tg de la formulacién principal que contiene
0,1 % de metionina de -36 °C a -34 °C, lo cual es deseable para el procedimiento de liofilizacién. La adicion de EDTA
a la formulacién principal con 20 % de trehalosa no tuvo efecto sobre la Tg.

El analisis de MDSC en formulaciones que contienen 20 % de trehalosa y 0,1 % de Met con y sin EDTA mostrd una
Tg de ~-34,6 °C, que es deseable para el procedimiento de liofilizacién.

Formulaciones que contienen 20 % de trehalosa y 0,1 % de Met con y sin EDTA se seleccionaron como formulaciones
principales para la iteracion#3. (Tabla 13)

EJEMPLO 6: ITERACION#3 LIOFILIZACION Y ANALISIS DE ESTABILIDAD DE FORMULACIONES PRINCIPALES

Segun el analisis de estabilidad y los resultados de MDSC de la iteracién#2, la formulacién de NI-0401 no dializada
que contenia 20 % de trehalosa y 0,1 % de metionina se seleccioné para el ciclo de liofilizacién final y la evaluacién
de estabilidad a corto plazo en TO y T14. El analisis incluy6 contenido de humedad residual segun Karl Fisher, aspecto,
tiempo de reconstitucion, A280, pureza mediante SEC-HPLC y SDS-Page, osmolalidad, % de contenido de humedad,
IEF en gel y clEF. Los resultados de la iteracion#3 final se presentan a continuacion, y el resumen de los datos del
analisis de estabilidad se muestra en la Tabla 14.

Aspecto de la torta y tiempo de reconstitucion

Todas las formulaciones principales de la iteracién#3 mostraron una torta intacta, excepto la formulacién de control,
que mostré relativamente mas colapso. Todas las formulaciones se disolvieron en menos de 1 minuto, y todas las
formulaciones eran transparentes, excepto la formulacion de control a 50 °C, que era ligeramente turbia (se centrifugd
y se us6 en el andlisis de estabilidad posterior).

pH

El pH de diferentes formulaciones lio después de la reconstitucion y antes de lio se muestra en la Tabla 14. Los datos
indicaron que el valor de pH cambié de 5,5 a 5,9 para las formulaciones principales que contenian trehalosa, y de 5,5
a 7,6 para la formulacién actual sin trehalosa. La razdén de un cambio en el pH después de la liofilizacién podria deberse
a la evaporacién del acido acético en la formulacién actual durante el procedimiento de liofilizacion, que es mas
pronunciada para la formulacion actual. La presencia de agentes de volumen y estabilizantes podria haber ayudado a
estabilizar el pH en las formulaciones principales.

A280

Las concentraciones de proteina de diferentes formulaciones se muestran en la Tabla 14. Se midié la concentracion
de proteina (mg/ml) de diferentes formulaciones, sin dilucién, usando un espectrofotémetro Nano Drop, basandose en
que la extincién tedrica de 1 mg/ml es 1,52 a A280 nm, proporcionada por Tiziana. La ligera disminucién en la
concentracion de proteina después de afiadir 20 % de trehalosa se debe al aumento de volumen después de la adicion
de 20 % de trehalosa. Los datos no indicaron cambios significativos en las concentraciones de proteina después de
la incubacién de las formulaciones a 4° o 50 °C durante 14 dias, excepto para la formulacion actual a 50 °C debido a
una ligera precipitacion.

Contenido de humedad (%)

El contenido de humedad de diferentes formulaciones principales junto con la formulacién actual se determiné usando
un couldbmetro Mettler Toledo DL36 KF, y los resultados se muestran en la Tabla 14. El contenido de humedad de las
formulaciones principales que contenian Met/Met+EDTA fue 3,34 % y 2,32 % respectivamente. No hubo cambios
significativos en el contenido de humedad después de incubar las formulaciones durante 14 dias tanto a 4 °C como a
50 °C.

Osmolalidad

La osmolalidad de diferentes formulaciones lio después de la reconstitucion se muestra en la Tabla 14. Los datos
indicaron que la formulacion principal que contiene trehalosa es hiperténica, y la formulacién actual es isoténica como
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se esperaba. No hubo cambios en la osmolalidad después de incubar las formulaciones durante 14 dias a 4 °C y 50
°C.

SEC-HPLC

El % de respuesta del pico principal de las formulaciones de NI-0401, la respuesta del area total (AUC) junto con el %
de impureza se evaluaron mediante analisis de SEC-HPLC, y los resultados se presentan en la Figura 5-9 y la Tabla
14). La respuesta del area principal (AUC y %) para todas las formulaciones con NI-0401 se presenta en la Figura 5.
En los datos generales con formulaciones principales lio en TO y T14, la respuesta del pico principal fue alrededor de
99,90 % de la respuesta del pico total (Figura 5), lo que sugiere que no hay un impacto significativo sobre la liofilizacién
de las formulaciones principales. Sin embargo, las formulaciones de control mantenidas a 50 2C/4 2C mostraron una
respuesta del pico principal mas baja, 82 % y 98 % respectivamente (Figura 5). La reducciéon en el % de recuperacion
del pico principal de la formulacién de control en T14 (50 C) se debe a la ligera turbidez/precipitacién de la muestra.
Los picos observados entre tiempos de retenciéon de 15 a 17 minutos se deben a los componentes presentes en el
amortiguador/formulaciones, tales como sal/metionina/EDTA.

Los cromatogramas para todas las formulaciones en T14 no mostraron cambios significativos en el RT del pico principal
mantenidas a 50 °C y 4 °C.

La adicién aumento de formulaciones con trehalosa dio como resultado una ligera reduccién en la concentraciéon, por
lo tanto una menor respuesta en la respuesta del pico principal y en la respuesta total para formulaciones con trehalosa
y Met/Met+EDTA en TO/T14 (4 °C) (Figura 6). Las formulaciones que contienen metionina/Met+EDTA mostraron el
menor % de impurezas totales (Figura 7) en comparacion con la formulacién de control. La formulaciéon de control en
T14 a 50 °C mostrd niveles mas altos de impurezas en comparacion con la formulacién de control en T14 mantenida
a 4 °C (Figura 7). El % de recuperacion del pico total o el % de recuperacion del pico principal de las formulaciones en
T14, en comparacion con las formulaciones en T0, no se ve afectado (Figura 8-9).

SDS-PAGE

Las formulaciones lio principales en TO y T14 que contienen trehalosa y metionina/trehalosa, metionina y EDTA,
mantenidas a 50 °C/4 °C, mostraron una mayor pureza en comparaciéon con la formulacién de control (Tabla 15-16;
Figura 10-11) en un gel no reducido y reducido, con un porcentaje de pureza de mas de 99,3% y 98,5 %
respectivamente. La formulacion de control en T14 a 50 °C mostré niveles mas altos de impurezas en comparacion
con la formulacién de control en T14 mantenida a 4 °C (Tabla 15-16; Figura 10-11). No se observaron cambios
significativos en el % de pureza de las formulaciones principales en gel reducido y no reducido en TO y T14 (Tabla 15-
16; Figura 10-11).

Andlisis de gel de IEF

Se realiz6 una prueba para el analisis de geles de |IEF en la muestra de NI-0401 para conocer cualitativamente el pl
de la muestra usando un método no verificado. Como se muestra en la Figura 12, se cargaron y analizaron en gel de
IEF diferentes concentraciones de formulaciones de control en T14 lio (50 °C) y estandar de referencia de NI-0401.
Se observa el enfoque de la muestra cerca del pocillo, lo cual se debe al alto pl de la muestra, que muestra el pl
aproximado de la muestra como >9,0, ya que los marcadores de pl por encima de 9,5 no se resolvieron completamente
en el gel.

Dado que el analisis del gel de IEF con la formulacién de control y el estandar de referencia de NI0401 muestra que
el pl de la muestra de NI0401 es demasiado alto (pl>9) para separarse en el gel de |IEF ya que la muestra se retiene
cerca del pocillo, no se hicieron analisis adicionales para el IEF en gel sobre otras formulaciones principales. En
resumen, el andlisis del gel de IEF con la formulacion de control de NI-0401 muestra que el pl de la muestra de N10401
es alrededor de -9,25.

Andlisis de clEF

Las formulaciones principales en TO y T14 se analizaron mediante clEF, para comprender la heterogeneidad de las
formulaciones de NI0410. Para confirmar cualitativamente el pl de NI-0401, se utilizo clEF, y a continuacidn se muestra
un perfil tipico de NI0401 (Figura 13}, con una poblacién heterogénea de la muestra de formulacion actual de NI-0401
que muestra picos basicos (pl entre >9,27-9,45), picos acidos (en comparacion con el pl del pico principal entre <9,3-
8,60}, y la poblacién del pico principal (pl entre -9,25-9,37). Los datos se analizaron en funcién del pl de la poblacién
de picos acido, basico y principal de la muestra de NI-0401 en diferentes formulaciones. La isoeléctrica capilar revela
que no hay diferencias significativas en el pl de la poblacién del pico principal, de picos basicos y de picos acidos
relativos en comparacion con el pico principal de NI-0401 entre las formulaciones principales después de mantener
las formulaciones a 4 2C o 50 C durante 14 dias. Sin embargo, en la formulacién de control o actual en T14-50 ¢C, la
relaciéon del pico principal disminuye y la relaciéon de picos acidos relativos aumenta, lo que sugiere desamidacion
(Figura 15). Este aumento en la desamidacién en la formulacion de control/actual puede deberse al aumento en el pH
(de ~5,5 a 7,5) de la formulacién después de la liofilizacién.
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Conclusiones

Los estudios de andlisis de las formulaciones principales confirman la estabilidad de ambas formulaciones principales,
es decir, NI-0401 en amortiguador de acetato de sodio 25 mM, pH 5,5, cloruro de sodio 125 mM, 0,02 % (p/v) de
polisorbato 80, 20 % de trehalosa, 0,1 % de metionina; y NI-0401 en amortiguador de acetato de sodio 25 mM, pH 5,5,
cloruro de sodio 125 mM, 0,02 % (p/v) de polisorbato 80, 20 % de trehalosa, 0,1 % de metionina, 0,1 % de EDTA.

El analisis de SEC mostré un alto % de pureza y un bajo % de impureza para las formulaciones principales que
contienen 10 % de trehalosa con Met+/-EDTA en TO y T14 en comparacién con las formulaciones actuales. El % de
recuperacion del pico principal de las formulaciones principales fue >97 % en comparacién con la formulacién de
controlen TOy T14.

El analisis de gel no reducido y reducido en formulaciones principales mostré que la formulacién que contenia 10 %
de trehalosa con Met+/-EDTA tenia la pureza de proteina més alta. La formulacién de control mostré mas % de
impurezas.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteina de las formulaciones ni en TO ni después
de T14, excepto para la formulacion actual en T14 50 °C.

El pH de la formulacién actual cambié de 5,5 a 7,5, el pH de las formulaciones principales cambi6 de 5,5 a 5,9.

No se observaron cambios en la osmalalidad ni en el % del contenido de humedad en TO y T14 con todas las
formulaciones.

El analisis de gel de IEF para la formulacion de control de N10401 (TO-Lio) mostré un pl de >9,25, y la muestra se
retuvo cerca del pocillo de gel sin una separacion clara.

El andlisis de clEF no mostré diferencias significativas entre el pl de las poblaciones del pico principal, del pico basico
y acido relativo de la muestra de NI-0401 en formulaciones principales en TO y T14.

El analisis de clEF mostré un cambio en la formulacion actual de NI-0401 en T14-50C, en el que la relacién del pico
principal disminuye vy la relacion relativa del pico acido aumenta, lo que sugiere desamidacion de la formulacién de
control en T14-50C.

Sumario

Segun los datos acumulados del cribado de excipientes con agentes de volumen y estabilizantes, y de los perfiles de
estabilidad, las formulaciones principales finales para desarrollar la dosis de liofilizacién oral para el anticuerpo NI-
0401/CD3 son:

NI-0401 en amortiguador de acetato de sodio 25 mM, pH 5,5, cloruro de sodio 125 mM, 0,02 % (p/v) de polisorbato
80, que contiene 20 % de trehalosa, 0,1 % de metionina, y NI-0401 en amortiguador de acetato de sodio 25 mM, pH
5,5, cloruro de sodio 125 mM, 0,02 % (p/v) de polisorbato 80, que contiene 20 % de trehalosa, 0,1 % de metionina y
0,1 % de EDTA.

EJEMPLO 7: EVALUACION DE LA FORMULACION ANTI-CD3 EN EL TRATAMIENTO A CORTO PLAZO DE LA
CIRROSIS BILIAR PRIMARIA (CBP) Y EN EL TRATAMIENTO A LARGO PLAZO DE LA ESTEATOHEPATITIS NO
ALCOHOLICA (NASH).

Los estudios presentados aqui estan disefiados para evaluar el uso de una formulacién anti-CD3 en el tratamiento a
corto plazo de la cirrosis biliar primaria (CBP) y en el tratamiento a largo plazo de la esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH).

En estos estudios, se administrara una formulacién anti-CD3 por via oral, una vez al dia durante 7 dias, seguido de
un ciclo repetido de descanso farmacologico. El estudio incluird 21 pacientes, 7 de los cuales recibiran un placebo, y
14 de los cuales recibiran la formulacion oral de anticuerpo anti-CD3 en una dosis de 5 mg/dia. En estos estudios, los
voluntarios sanos recibiran las siguientes dosis: 0,5 mg, 1,0 mg, 2,5 mg, 5 mg, 10 mg una vez al dia durante 7 dias,
para determinar la dosis segura. El régimen de dosificacion continuara durante 8 a 12 semanas, con el siguiente
analisis intermedio de biomarcadores inmunolégicos y/o criterios de valoracién clinicos para CBP. El régimen de
dosificacién continuard con ciclos repetidos de dosificacion ON y OFF. En estos estudios, la formulacién oral de
anticuerpo anti-CD3 se puede combinar con adyuvantes o ATRA o agente antiinflamatorio u otro segundo agente
adecuado. En los estudios, el acido obeticélico se puede administrar por separado del anticuerpo anti-CD3 oral.
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Tabla 1: Parametros de temperatura y preswn de liofilizacion para formulaciones de iteracion# 1

Etapa Temperatura _Rampa de temperatura (°C/min) {Espera en: Pre3|on
: :horas :

‘Carga Ambiente :N/A IN/A NA
\Congelacion -50 °C 1 °C/min. 2 NA

%Secado primario -30 °C 1 2C/minuto 11 ,8 175 mTorr

1 °C/minuto 5,6

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

:Etapa ETemperatura Rampa de temperatura (°C/min)
CargaAmblente/A .......................................................................
§Congelacién :-50 °C i1 °C/min.

§Secado primario ;-30 °C ‘ 2C/minuto

§Secado secundario ;+20 °C i1 °C/minuto

Tabla 3: Parametros de temperatura y presion de liofilizacion para formulaciones de iteracion# 3

gEtapa §Temperatura ERampa de temperatura (°C/min) ;Espera en §Presién

! i ‘horas
CargaAmblente ....................... N/A ......................................................................................................................................
Congela0|on50°C ........................... 1°C/m|n ................................................................ 4 .............................. (T
‘Secado primario -32°C 1 G/min 160 h 170 mTor
éSecado secundario §+20 &¢C 1 °C/minuto :8h :70 mTorr

Tabla 4: Evaluacién de viabilidad de la liofilizacion de NI-0401 no dializado/dializado: Formulaciones con
agentes de volumen

éFormuIacién ETipo de formulacion EHidratos de §Abreviaturas

# : icarbono/agentes de:

olumen !

1 ENI-0401 no dializado EControI (ninguno) §No dial-liquida/lio- ;
ininguno
2 Een acetato de sodio 25 mM/NaCl 125 mM/0,02 % p/v 10 % Trehalosa §No dial-liquida/lio-é
: ‘polisorbato 5 iTre
3 110 % Sacarosa iNo dial-liquida/lio-
: iSac
4 5 % Manitol :No dial-liquida/lio-
iMan
5 5 % Lactosa ‘No dial-liquida/lio-
iLac

6 :NI-0401 dializado :Control (ninguno) Dial-liquidalio-

ininguno

R AR

7 éen acetato de sodio 25 mM/0,02 % p/v polisorbato 0 % Trehalosa EDiaI-Il’quida/Iio-Tr
8 0 % Sacarosa {Dial-liquida/lio-
iSuc

9 5 % Manitol Dial-liquidalio-

3 : gMan

10 : % Lactosa ‘Dial-liquiday/lio-

: iLac
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Tabla 7: Formulaciones de la iteracion#2: Cribado con Estabilizantes.

%FormulaciénETipo de formulacién éagente deéEstabiIizantes ! Abreviaturas
# ‘volumen i 5

N NI-0401 no dializado

Ninguno ‘No dial-lig/io Tre-:

_ ;I\/,Ietionina
3 ‘en acetato de sodio 25 mM/NaCl 125 mM/0,02 % :10 % 5 % arginina
ip/v polisorbato iTrehalosa i
4 11 % Ascorbato

iTrehalosa ide sod.

gr— o et
iTrehalosa ! :
6 :NI-0401 dializado £10 % :Ninguno :Dial-lig/lio-Tre-
: : iTrehalosa i :ninguno

7 110 %:0,1 % : Dial-lig/lio-Tre-Met
: ‘Trehalosa :Metionina '

8 Een acetato de sodio 25 mM/0,02 % p/v polisorbato §1O % 5 % arginina EDiaI-qu/Iio-Tre-Arg
; : iTrehalosa i :

9 10 % i1 % Ascorbato : Dial-lig/lio-Tre-Asc.
: 5 iTrehalosa :de sod. '

10 120 % :0,1 % EDTA
3 : Trehalosa
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Tabla 10: % de pureza e impureza de formulaciones lio no dializadas/dializadas en TO y T14 en un gel no
reductor y un gel reductor

gFormuIaciones §Ge| no reducido éGeI reducido

‘ O T14 T0 T14
% dei% dei% de% dei% dei% dei% de% de:

3 impureza ipureza iimpureza ipureza ;impureza;pureza §impureza§pureza§

\Formulacién  Lio  NoiTre-ninguno 10,08 199,92 0,04 9996 475 95025 428 9572 |

dializada Tre- 001 19999 003 19997 429 9571 418 9582

:Metionina
éFormuIacién LiogTre-ninguno
‘Dializada Tre- !

gMetionina

5 Tabla 11: Iteracion #2: Formulaciones de NI-0401 principales para analisis de MDSC.

§Formu|acién ‘Tipo de formulacién EAgente Estabilizantes Abreviaturas
# ide
: ivolumen
1 ENI-0401 No dializado ENinguno Ninguno No dializada-Ningun
§ (Control) :
2 ien acetato de sodio 25 mM/NaCl 12510 % 0,1% Metionina ~ No  dial  -Tre-Met:
:mM/0,02 % p/v polisorbato §Trehalosa (formulacién principal)
3 'NI-0401 dializado 110 % 0,1 % Metionina Dial  -ig  Tre-Met:
: Een acetato de sodio 25 mM/0,02 % piv iTrehalosa (formulacion principal)
; ipolisorbato :
4 :NI-0401 no dializado 20 %:0,1 % Metionina  No dial -20 % Tre-Met |
i Trehalosa ; ;
5 ‘en acetato de sodio 25 mM/NaCl 125:20 % 10,1 % EDTA No dial -20 % Tre-i
:mM/0,02 % p/v polisorbato iTrehalosa EDTA
: 20 % 0,1 % Metionina+ 0,1 iNo dial -20 % Tre-Met-§
iTrehalosa % EDTA EDTA :

Tabla 12: Temperatura de congelacion, temperatura de fusion y temperatura de transicion vitrea de formulacion
(tg) de la formulacion principal dializada/no dializada y la formulacién actual.
10

‘Resultados de MDSC de formulaciones liquidas

: 5r§£2id%e Temp. degggmp' Punto
:Formulaciones liquidas Lo congelacion Tg(°C) ieutéctico ;
: {(°C) (2C) ifusion (°C) :
| (C) |
éFormuIamon actual no dializada (Control) §N/A 11 ,01 1 ,02 §-24,67
%Formulacmn principal de NI0401 no dializada; 10 % Trehalosa; N/A 14.13 1 52 - }

:0,1 % Metionina (No dial-Principal) : v P 136,88
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irecocido Temp. ~ de gde :
{Formulaciones liquidas fo congelacién i~ ., Ty(°C) ieutéctico
: {(°C) 0 ifusién A :
* : (*C) 0 (°C)

i : {(°C) ‘

T . o0 R 0 . . [ _

§NIO4O1 dializado; 10 % trehalosa; 0,1 % metionina (Dial-principal) §N/A -8.06 §_0,49

%Formulacic')n principal de NI0401 no dializada; 10 % Trehalosa
10,1 % Metionina (No dial-Principal)

§Formu|acic’>n principal de NI0401 no dializada; 10 % Trehalos
§O,1 % Metionina (No dial-Principal-10 % Tre+Met)

iFormuIacic')n principal de NI0O401 no dializada; 20 % Trehalosa, ;N/A 12.49 2 60 )
:0,1 % Metionina (No dial-Principal-20 % Tre+Met) ’ P 34,69
%Formulacién principal de NI0401 no dializada; 20 % Trehalosa; SN/A 9.17 2 68 I )
:0,1 % EDTA (No dial-Principal-20 % Tre+EDTA) P P 134,69
§Formu|acién principal de N10401 no dializada 20 % trehalosa 0,1 §N/A )

% metionina y 0,1 % EDTA (No dial-Principal-20 % -13,11 i-2,50 34 66
Tre+Met+EDTA) '

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

Formulamon Muestra §Agente Estabilizantes :Abreviatura
# : ide

Evolumen
1 NI 0401 en acetato de sodio 25 mM/NaCl ; Nlnguno Ninguno ontrol

2 ......................... 1 25 mM/0,02 % p/v de polisorbato g'é'd ............ ARk P '2"6"3/';'"T"Fé"l'\'/iéin&'&r"rﬁi}|'éé]8
: iTrehalosa :de Met)

: oo o, 0.1 %Metionina+i20 %  Tre-Met-EDTA!
3 =Trehalosa° 0,1 % EDTA {(formulacion dei
; Met+EDTA) =
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Tabla 15: % de pureza e impureza de formulaciones principales lio en T0 y T14 en un gel no reductor.

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

‘Formulaciones lio {Gel no reducido

ipureza iimpureza ipureza iimpureza ipureza iimpureza

éControI-ninguno §98,3 1 7 §85,2 ;12,3 §98,3 17
120 % Tre+0,1 % Met 1994 106 994 06 994 06
120 % Tre+0,1 % Met+0,1 % EDTA 1994 10,6 993 07 997 03

Tabla 16: % de pureza e impureza de formulaciones principales lio en T0 y T14 en un gel reductor.

éFormuIaciones lio §Ge| reducido
‘ 0 T14-50 °C

T14-4°C

120 % Tre+0,1 % Met

120 % Tre+0,1 % Met+0,1 % EDTA

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 986 900 T3

REIVINDICACIONES

1. Una formulacién oral que comprende: anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno del mismo, acetato de
sodio trihidrato, cloruro de sodio, polisorbato 80, trehalosa, y metionina;

en la que el anticuerpo anti-CD3 comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11; y

la formulacion es un liquido, y en la que la concentracion de:

. el acetato de sodio trihidrato es 10 mM a 500 mM;

. el cloruro de sodio es 10 mM a 500 mM;

. el polisorbato 80 es 0,01 % a 1 % (p/);

. latrehalosa es 5 % a 25 % (p); y

. la metionina es 0,1 % a 0,5 % (p/v).

OO0 T

2. La formulacién oral de la reivindicacion 1, que comprende ademas EDTA.

3. La formulacién oral de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una dosis unitaria del
anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno,

en la que la dosis unitaria es 0,1 mg a 10 mg, u

opcionalmente en la que la dosis unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg o 5,0 mg.

4. La formulacién oral de la reivindicacién 1, en la que la formulacién comprende ademas EDTA en una concentracién
de 0,01 % a1 % (p/v), 0
en la que la disolucion esta a un pH en el intervalo de 4 a 6.

5. La formulacién oral de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la formulacién oral comprende una dosis
unitaria de 0,1 mg a 10 mg del anticuerpo anti-CD3 o fragmento de union al antigeno del mismo, acetato de sodio
trihidrato 25 mM, cloruro de sodio 125 mM, 0,02 % de polisorbato 80 (p/v), 20 % de trehalosa (p/v}, y 0,1 % de metionina
(p/v), que comprende ademas opcionalmente 0,1 % de EDTA (p/v).

6. La formulacion oral de la reivindicaciéon 5, en la que la dosis unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg o 5,0 mg.

7. Una formulacién oral que comprende: anticuerpo anti-CD3 o fragmento de antigeno del mismo, acetato de sodio
trihidrato, cloruro de sodio, polisorbato 80, trehalosa, y metionina; en la que el anticuerpo anti-CD3 comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y una
secuencia de aminoéacidos de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, en la
que la formulacién es un polvo liofilizado, y en la que la relacién de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a
antigeno a:

a. polisorbato 80 es 1: 0,01 a 0,1 (p/p);

b. trehalosa es 1: 10 a 50 (p/p);

c. metionina es 1: 0,1 a 0,5 (p/p);

d. acetato de sodio trihidrato es 1:0,1 a 1,0 (p/p); ¥

e. cloruro de sodio es 1:0,5 a 2,0 (p/p);

opcionalmente en la que la relacién de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de unién a antigeno a: EDTAes 1: 0,1 a 0,5
(p/p).

8. Una formulacién oral en polvo que comprende una dosis unitaria de 0,1 mg a 10 mg de un anticuerpo anti-CD3 o
fragmento de unién a antigeno del mismo y 0,58 mg de acetato de sodio trihidrato, 1,25 mg de cloruro de sodio, 0,034
mg de polisorbato 80, 34 mg de trehalosa y 0,17 mg de metionina por 1 mg de anticuerpo anti-CD3 o fragmento de
union a antigeno del mismo, que comprende ademas opcionalmente 0,17 mg de EDTA por 1 mg de anticuerpo anti-
CD3 o fragmento de union a antigeno del mismo;

en la que el anticuerpo anti-CD3 comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

9. La formulacién oral en polvo de la reivindicacién 8, en la que la dosis unitaria es 0,5 mg, 2,5 mg 0 5,0 mg.

10. La formulacién oral en polvo de la reivindicacion 8 o 9, en la que la formulacién es una formulacién en polvo
liofilizada.

11. Una capsula oral con recubrimiento entérico que comprende la formulacién de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

12. La formulacién oral o capsula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que

la formulacién comprende ademas al menos un agente activo adicional seleccionado del grupo que consiste en: un
inhibidor de NF-kB, un GLP-1 o un compuesto que induce el reposo de células beta, mesalamina u otro farmaco 5-
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ASA, pentoxifilina, acido ursodesoxicoélico, un agonista de PPARYy, acido todo transretinoico (ATRA), una gliptina, un
inhibidor de la sintesis de acidos grasos, un agonista de FXR, un secuestrante de acidos biliares, un inhibidor de
SGLT2, un mAb anti-IL-6R, un anticuerpo anti-TNF, un compuesto antiinflamatorio y/o inmunosupresor, tacrolimus, un
corticosteroide, una estatina, interferén beta, acetato de glatiramer, interferén beta-1a, interferén beta-1a, interferén
beta-1b, mitoxantrona, dexametasona, metilprednisolona, prednisona, y un farmaco contra la obesidad.

13. La formulacién oral o capsula de la reivindicacién 12, en la que:

(a) la gliptina es sitagliptina;

(b) el inhibidor de la sintesis de acidos grasos es cerulenina, quercetina, apigenina o AICAR;

(c) el agonista de FXR es un activador de sales biliares, acido quenodesoxicolico, acido obeticolico, fexaramina o
cafestol;

(d) el secuestrante de acidos biliares es colestiramina, colestipol o coleserelam;

(e) el inhibidor de SGLT2 es dapadgliflozina;

(f) el anticuerpo anti-TNF es Infliximab, Adalimumab o Etanercept; y/o

(9) el compuesto antiinflamatorio y/o inmunosupresor es metotrexato, ciclosporina o una microemulsién de
ciclosporina.

14. La capsula oral con recubrimiento entérico de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, para uso en un método
para tratar o aliviar un sintoma de una enfermedad autoinmune, un trastorno inflamatorio, una enfermedad
neurodegenerativa o cancer, gue comprende administrar la capsula oral con recubrimiento entérico a un sujeto que lo
necesita,

opcionalmente en el que la enfermedad autoinmune es esteatohepatitis no alcohélica (NASH), cirrosis biliar primaria
(CBP), diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, o colitis ulcerosa (CU).

15. La cépsula oral con recubrimiento entérico para uso de la reivindicacién 14, en la que el método comprende
ademas administrar al sujeto al menos un agente activo adicional seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor
de NF-kB, un GLP-1 o un compuesto que induce el reposo de células beta, mesalamina u otro farmaco 5-ASA,
pentoxifilina, acido ursodesoxicélico, un agonista de PPARY, &cido todo transretinoico (ATRA), una gliptina, un inhibidor
de la sintesis de acidos grasos, un agonista de FXR, un secuestrante de acidos biliares, un inhibidor de SGLT2, un
mAb anti-IL-6R, un anticuerpo anti-TNF, un compuesto antiinflamatorio y/o inmunosupresor, tacrolimus, un
corticosteroide, una estatina, interferén beta, acetato de glatiramer, interferén beta-1a, interferén beta-1a, interferén
beta-1b, mitoxantrona, dexametasona, metilprednisolona, prednisona, y un farmaco contra la obesidad.

16. La formulacioén oral o capsula para uso de la reivindicacion 15, en la que:

(a) la gliptina es sitagliptina;

(b) el inhibidor de la sintesis de acidos grasos es cerulenina, quercetina, apigenina o AICAR;

(c) el agonista de FXR es un activador de sales biliares, acido quenodesoxicélico, acido obeticolico, fexaramina o
cafestol;

(d) el secuestrante de acidos biliares es colestiramina, colestipol o coleserelam;

(e) el inhibidor de SGLT2 es dapadgliflozina;

(f) el anticuerpo anti-TNF es Infliximab, Adalimumab o Etanercept; y/o

(9) el compuesto antiinflamatorio y/o inmunosupresor es metotrexato, ciclosporina o una microemulsién de
ciclosporina.
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 18
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Figura 22
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Figura 23

Muestra la superposicion de cromatogramas para formulaciones principales de
Ni04G1 frente a formutacion de control, T14 mantenida a 50 ¢C

R

: . WRR
o e %Trealosavijat
&5 TIL LAV D
P D oedn iy ainyd

fuestra fa superposicion (ampliada) de cromatogramas para formulasiones principales de
Ni0401 frente a formulacién de contral: T14 Lio mantenida a S0 °C

A S AN S
PRGERC

mua

P
13
¥

PR B RS LN 48
i Trealosa+ldet

,

£
s
[roee

~,
R
v

{ordrol (ningunas)

a8
Ry

L LEy R A

o 40 Avy « 48 .
& e ié i W min

68



Figura 24
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Figura 24 cont.
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Figura 25
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Figura 27

4 Ab1 ABS congelados en medio
i AbZ

-& Ab3
> Ab4  Placebos

O Ab10 ABS liofilizados método 1
. {mantenidos a -80C)
{} AbM

Ab12

& Ab13 ABS liofilizados método 2
s {mantenidos a 50C durante 14 d))
OF Ab14 |

Y Ab1b

ms anti-hu CD3 APC Controles
2° solo (anti-Hu IgFc APC)
€ HulgFc vy anti-Hu lgGFcAPC

73



ES 2 986 900 T3

Figura 28
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Figura 29

Las diluciones cuadruples en serie de reactivos de Ab NI-0401 {1-15) se probaron
para determinar su capacidad para unirse a las FBMC {a 2,5%10-5/muestra)
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Figura 32
Anticuerpos liquidos congelados (dejados a RT antes de fa congelacion)
100
m iugfil2
80+ - Zughil2
60+ todos estan en
acetato de sodio 25 miiNaCl 125 mM,
40+ 0,02% de Polisorbato 80 pH 5.5
2 con ¢ sin reaciivos adicionales:
8- T=20% de Trealosa
UGRTY 1 2 3 M = §.1% de Metiohina
TTH STHMHE E=01% de ERTA

5 Anticuerpos liofilizados {dejados a -80C)

3 ,snn

g - gl

S 80 .}.‘. 2ught.2

N

g 60+

[

T an-

5 20 97 ==

5 i

R

s UCHTY 10 11 12

ST+ STHMRE

Anticuerpos liofilizados (dejados a 50C durante 14 d)
160

e lugdil?
80+ L. L Zught 2

% de dilucion de trazador celular

UCHTY 13 14 15
*TeM +THMHE
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