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DESCRIPCION
Formulacién farmacéutica liquida estable de anticuerpos IGG.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la formulacion farmacéutica de anticuerpos.
Especificamente, la presente invencién se refiere a una formulaciéon de un anticuerpo muy concentrada, liquida y
estable. Esta invencion es ejemplificada por una formulacién liquida estabilizada de Daclizumab, un anticuerpo anti-
receptor de IL2; HAIL-12, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-IL-12; y HUEP5C7, un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-selectina L.

Antecedentes de la invencién

Muchas preparaciones de proteinas destinadas al uso humano requieren estabilizadores para evitar la
desnaturalizacién, agregacién y otras alteraciones de las proteinas, antes de usarlas en la preparacién. Esta
inestabilidad se manifiesta en la formacién de macroparticulas solubles/insolubles, y a menudo aumenta cuando la
preparacién de la proteina es almacenada en el tiempo y durante el transporte. Una meta importante en el desarrollo
de formulaciones farmacolégicas de proteinas es mantener la solubilidad, la estabilidad y la bioactividad de la
proteina.

Se sabe que, en particular, las inmunoglobulinas poseen caracteristicas que tienden a formar agregados y
macroparticulas en solucion y de por si, pueden requerir filtracion antes de su uso para inyeccién intravenosa o
subcutanea. La formacion de agregados y macroparticulas de proteinas ha sido un problema en el desarrollo de
productos de inmunoglobulinas parenterales, especialmente cuando las inmunoglobulinas se formulan en altas
concentraciones. Synagis ™ (Medlmmune) es un anticuerpo 1gG1 monoclonal humanizado producido mediante
tecnologia de recombinacion del ADN, dirigido a un epitopo en el sitio antigénico A de la proteina T del virus
respiratorio sincicial (VRS). Synagis ™ es una combinacién de secuencias de anticuerpos humanos (90%) y murinos
(10%). Synagis™ se suministra como un producto liofilizado estéril para reconstruccion con agua estéril para
inyeccion. Synagis™ reconstituido se debe administrar Unicamente por inyeccion intramuscular. Tras la
reconstitucion, Synagis™ contiene los excipientes siguientes: histidina 47 mM, glicina 3.0 mM, 5.6% de manitol y el
principio activo, anticuerpo IgG1, a una concentracion de 100 mg/vial. Synagis™ reconstituido se debe administrar
en las 6 horas siguientes a su reconstitucion.

WO 89/11297 da a conocer una formulacion liofilizada de un anticuerpo monoclonal que consiste en una formulacién
liofilizada de 1-25 mg/ml de anticuerpo monoclonal IgG, 2-10% de maltosa y tampdn de acetato, fosfato o citrato de
sodio con un pH entre 3.0y 6.0.

WO 97/45140 da a conocer una preparacion acuosa de anticuerpo anti-CD4 concentrada hasta aproximadamente
100 mg/ml en citrato de sodio 100 mM, EDTA 0.05 mM, pH 6.0. La solicitud da a conocer un ligero aumento en la
turbidez después de la concentracion del anticuerpo, que probablemente refleje la agregacion de la proteina.
Eliminar esta agregacion requiere la adicién de polisorbato 80 y filtracién aséptica.

WO 90/11091 da a conocer composiciones acuosas inyectables que contienen aproximadamente 5 mg/ml de IgM,
2.5-5% (p/v) de albumina sérica humana, en tampon de fosfato 8-20 mM y cloruro de sodio 270 mM, pH 6.8-7.4.

La patente U.S. 6,171,586 da a conocer una formulacion farmacéutica acuosa estable, que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo que no fue sometido a liofilizacion previa, un tampén de acetato de pH
entre aproximadamente 4.8 y aproximadamente 5.5, un tensioactivo y un poliol, donde la formulacién carece de una
cantidad tonificante de cloruro de sodio.

La publicacion de la solicitud de patente U.S. 2001/0014326A1 da a conocer una formulacién de un anticuerpo pre-
liofilizado que contiene 25 mg/ml de anticuerpo anti-IgE, histidina 5 mM de pH 6.0, sacarosa 85 mM y 0.01% de
polisorbato 20.

La patente U.S. 5,744,132 da a conocer una compaosicion que contiene 1-1000 pg/ml de anticuerpo IL-12, 2% de
sacarosa, 4.15% de manitol, succinato de sodio 10 mM y aproximadamente 0.02% de Tween® 20, con un pH de
aproximadamente 5.6.

La patente U.S. 6,267,958 da a conocer una formulacion reconstituida de 100 mg/ml de rhuMab E25, en histidina 20
mM, pH 6.0, sacarosa 340 mM, 0.04% de polisorbato 20 y 0.9% de alcohol bencilico.

La patente U.S. 6,165,467 da a conocer un proceso para estabilizar una composicion de un anticuerpo monoclonal
humano producido por la linea celular hibridoma nimero de registro HB8307, que consiste en dializar el anticuerpo
monoclonal humano en una solucion de tampoén de fosfato estabilizada con sal con un pH de 7.2 a 7.4, dicha
solucion contiene 1-20 mg de D-manitol por mg de dicho anticuerpo monoclonal, 0.005-0.2 milimol de glicina por mg

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392073 T3

de dicho anticuerpo monoclonal y una cantidad sal de fosfato estabilizadora del pH para estabilizar el pH de dicha
solucién.

Existe la necesidad de una preparacion liquida estable de un anticuerpo, donde la concentracion de anticuerpo sea
de 50 mg/ml o mayor; que dicha preparacion sea adecuada para la administracion parenteral, incluida la inyeccion
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea a un ser humano.

Resumen de la invencion.

Esta invencion apunta a una formulacién farmacéutica liquida estable, que contiene una alta concentracion, por
ejemplo, mas de 50 mg/ml, de un anticuerpo en tampén de succinato 20-60 mM o tampdn de histidina 30-70 mM (pH
entre aproximadamente 5.5 y aproximadamente 6.5), un modificador de la tonicidad y aproximadamente 0.01-0.1%
de polisorbato. Esta formulacion conserva la estabilidad fisica, quimica y bioldgica del anticuerpo y evita que las
inmunoglobulinas destinadas a la administracion a sujetos humanos formen agregados y macroparticulas en el
producto final. Los anticuerpos preferidos de esta invencion incluyen Daclizumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-receptor de IL-2; HAIL-12, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-IL-12; y HUEP5C7, un
anticuerpo monoclonal humanizado anti-selectina L; y fontolizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-
interferébn gamma .

La formulacion liquida del anticuerpo es estable a temperatura de refrigeracion (2-8 °C) durante al menos 1 afio y
preferentemente 2 afios. Esta formulacién liquida también es estable a temperatura ambiente (23-27 °C) durante al
menos seis meses. Esta formulacion liquida es adecuada para inyeccion subcuténea.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A muestra el porcentaje de formacion de fragmentos, y la figura 1B muestra el porcentaje de agregados, a
distintos niveles de pH tras una incubacion de cuatro semanas de la muestra a 45 °C, evaluada por SEC-HPLC.

La figura 2 muestra el porcentaje de degradaciéon obtenido a distintos niveles de pH, evaluado por clEF tras una
incubacién de cuatro semanas de la muestra a 45 °C.

La figura 3 muestra el porcentaje de acido iso-aspartico formado a distintos niveles de pH, evaluado con el kit de
Promega IsoQuant tras una incubacién de cuatro semanas de la muestra a 45 °C.

La figura 4 muestra el efecto en el tiempo de diferentes tampones sobre la potencia tras la incubacién a 37 °C.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definicion

En este documento, el término "tampon" abarca a aquellos agentes que mantienen el pH de la solucién en un rango
aceptable y puede incluir succinato (sodio), histidina, fosfato (sodio o potasio), Tris (tris (hidroximetil) aminometano),
dietanolamina y analogos. El tamp6n de esta invencion tiene un pH en el rango entre aproximadamente 5.5 y
aproximadamente 6.5; y preferentemente tiene un pH de aproximadamente 6.0. Algunos ejemplos de tampones que
controlaran el pH en este rango incluyen succinato (como succinato de sodio), gluconato, histidina, citrato fosfato y
otros tampones de acidos organicos.

"Excipientes farmacéuticamente aceptables" (vehiculos, aditivos) son las sustancias inertes que pueden ser
administradas razonablemente a un sujeto mamifero y proporcionan una dosis eficaz del principio activo empleado.
Esas sustancias se agregan a una formulacion para estabilizar la estructura fisica, quimica y bioldgica del
anticuerpo. La expresion también se refiere a los aditivos que pueden ser necesarios para alcanzar una formulacion
isotonica, adecuada para el modo deseado de administracion.

La expresion "formulacion farmacéutica" se refiere a las preparaciones que son de tal forma que permiten que la
actividad bioldgica de los principios activos sea inequivocamente eficaz, y que no contiene componentes adicionales
que sean toxicos para los sujetos a los que se administrara la formulacion.

Una formulacién “estable” es aquella en la cual la proteina conserva esencialmente la estabilidad fisica, la
estabilidad quimica y la actividad bioldgica luego del almacenamiento. Se dispone en el area de diversas técnicas
analiticas para medir la estabilidad de las proteinas y se resumen en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301,
Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90
(1993). La estabilidad se puede medir a una temperatura seleccionada durante un periodo determinado.

Una formulacién liquida “estable” de un anticuerpo es una formulacién liquida de un anticuerpo sin cambios
significativos, observados a una temperatura de refrigeracion (2-8 °C) durante al menos 12 meses, preferentemente
2 aflos y mas preferentemente 3 afios; o a temperatura ambiente (23-27 °C) durante al menos 3 meses,
preferentemente 6 meses y mas preferentemente 1 afio. Los criterios de estabilidad son los siguientes. No mas de
10%, preferentemente 5% del mondémero del anticuerpo se degrada segun se mide por SEC-HPLC. La solucion es
incolora, o clara a ligeramente opalescente al andlisis visual. La concentracion, el pH y la osmolalidad de la
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formulacion no tienen més de +/-10% de cambio. La potencia es 70-130%, preferentemente 80-120% la del control.
No se observa mas de 10%, preferentemente 5% de fragmentacion (hidrélisis). No se forma mas de 10%,
preferentemente 5% de agregacion.

Un anticuerpo "conserva su estabilidad fisica" en una formulacion farmacéutica si no se observa ningin aumento
significativo de la agregacion, precipitacion y/o desnaturalizacién al examen visual de color y/o claridad, o cuando se
mide mediante dispersién de la luz UV, cromatografia de exclusion por tamafio (SEC-HPLC) y dispersiéon dinamica
de la luz . Ademas, la conformacién de la proteina no se altera. Los cambios de conformacion de la proteina se
pueden evaluar por espectroscopia de fluorescencia, que determina la estructura terciaria de la proteina, y por
espectroscopia FTIR, que determina la estructura secundaria de la proteina.

Un anticuerpo "conserva su estabilidad quimica" en una formulacién farmacéutica, si no se observa ninguna
alteracion quimica significativa. La estabilidad quimica se puede evaluar mediante la deteccion y cuantificacion de
las formas de la proteina alteradas quimicamente. Los procesos de degradacion que suelen alteran la estructura
guimica de las proteinas incluyen hidrélisis o fragmentacion (evaluadas por métodos como cromatografia de
exclusién por tamafio y SDS-PAGE), oxidacion (evaluada por métodos como mapeo peptidico junto con
espectroscopia de masas o MALDI/TOF/MS), desamidacion (evaluada por métodos como cromatografia de
intercambio iénico, enfoque isoeléctrico capilar, mapeo peptidico, medicion de &cido isoaspartico) e isomerizacion
(evaluada midiendo el contenido de acido isoaspartico, mapeo peptidico, etc.).

Un anticuerpo "conserva su actividad bioloégica" en una formulacién farmacéutica, si la actividad biolégica del
anticuerpo en un momento dado se encuentra dentro de un rango predeterminado de la actividad biolégica exhibida
en el momento en que se prepar6 la formulacién farmacéutica. La actividad biolégica de un anticuerpo se puede
determinar, por ejemplo, mediante un ensayo ELISA de unién al antigeno.

El término "isotdnica" significa que la formulacién de interés tiene esencialmente la misma presion osmotica que la
sangre humana. Las formulaciones isotonicas tendran generalmente una presién osmética de aproximadamente
270-328 mOsm. Una presion osmética ligeramente hipoténica es de 250-269 y una presién osmotica ligeramente
hiperténica es de 328-350 mOsm. La presién osmotica se puede medir, por ejemplo, utilizando un osmoémetro de
presion de vapor o del tipo punto de congelacion.

Los "modificadores de la tonicidad" son las sustancias inertes farmacéuticamente aceptables, que se pueden
agregar a la formulacion para proporcionar una isotonicidad de la formulacién. Los modificadores de la tonicidad
adecuados para esta invencién comprenden sales y aminoacidos.

Il. Métodos analiticos

Los criterios siguientes son importantes en el desarrollo de una formulacion farmacéutica estable de un anticuerpo.
La formulacion del anticuerpo contiene excipientes farmacéuticamente aceptables. La formulacion del anticuerpo se
formula de modo que el anticuerpo conserve su actividad fisica, quimica y biolégica. La formulacion es
preferentemente estable durante al menos 1 afio a temperatura de refrigeraciéon (2-8 °C) y 6 meses a temperatura
ambiente (23-27 °C).

Los métodos analiticos para evaluar la estabilidad del producto incluyen cromatografia de exclusién por tamafio
(SEC-HPLC), prueba de dispersién dinamica de la luz (DLS), calorimetria diferencial de barrido (DSC), cuantificacion
de &cido iso-asp, potencia, UV a 340 nm y espectroscopia UV. SEC (J. Pharm. Scien., 83:1645-1650, (1994);
Pharm. Res., 11:485 (1994); J. Pharm. Bio. Anal., 15:1928 (1997); J. Pharm. Bio. Anal., 14:1133-1140 (1986)) mide
el porcentaje de monémero en el producto y da informacién sobre la cantidad de agregados y fragmentos solubles.
DSC (Pharm. Res., 15:200 (1998); Pharm. Res., 9:109 (1982)) da informaciéon sobre la temperatura de
desnaturalizaciéon de la proteina y la temperatura de transicién vitrea. DLS (American Lab., Nov. (1991)) mide el
coeficiente de difusién medio, y da informacién sobre la cantidad de agregados solubles e insolubles. UV a 340 nm
mide la intensidad de la luz dispersada a 340nm y da informacién sobre la cantidad de agregados solubles e
insolubles. La espectroscopia UV mide la absorbancia a 278 nm y da informacién sobre la concentracion de
proteinas.

El contenido de iso-Asp en las muestras se mide utilizando el kit de deteccion de isoaspartato IsoQuant (Promega).
El kit utiliza la enzima Proteina Isoaspartil Metiltransferasa (PIMT) para detectar especificamente la presencia de
residuos de acido isoaspértico en una proteina diana. PIMT cataliza la transferencia de un grupo metilo de S-
adenosil-L-metionina a acido isoaspartico en la posiciéon a-carboxilo, generando S-adenosil-L-homocisteina (SAH) en
el proceso. Esta es una molécula relativamente pequefia y se puede aislar y cuantificar generalmente por HPLC de
fase reversa utilizando los patrones para HPLC de SAH incluidos en el kit.

La potencia o la bioactividad de un anticuerpo se puede medir por su capacidad para unirse a su antigeno. La union
especifica de un anticuerpo a su antigeno se puede cuantificar por cualquier método conocido por los entendidos en
la materia, por ejemplo, un inmunoandlisis, como ELISA (enzimoinmunoanalisis de absorcion).

Ill. Preparacion del anticuerpo
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La presente invencion se refiere a una formulacién acuosa estable que contiene un anticuerpo. El anticuerpo de la
formulacion se prepara utilizando técnicas disponibles para generar anticuerpos, cuyos métodos de ejemplo se
describen con mas detalle en las secciones siguientes.

El anticuerpo se dirige contra un antigeno de interés. Preferentemente, el antigeno es un polipéptido biolégicamente
importante y la administracion del anticuerpo a un mamifero puede prevenir o tratar un trastorno. Sin embargo,
también se consideran los anticuerpos dirigidos contra antigenos que no son polipéptidos (como antigenos
glucolipidos asociados a tumores; véase la patente U.S. 5,091,178).

Cuando el antigeno es un polipéptido, puede ser una molécula transmembrana (p. ej. receptor) o un ligando como
un factor de crecimiento. Los ejemplos de antigenos incluyen moléculas como renina; una hormona del crecimiento,
por ejemplo las hormonas del crecimiento humana y bovina; el factor liberador de la hormona del crecimiento; la
hormona paratiroidea; la hormona estimulante de la tiroides; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina; la cadena A de la
insulina; la cadena B de la insulina; la proinsulina; la hormona estimulante del foliculo; la calcitonina; la hormona
luteinizante; el glucagon; los factores de la coagulacion como el factor VIIIC, el factor IX, el factor tisular y el factor de
von Willebrands, los factores anticoagulantes como la proteina C; el factor natriurético atrial; el tensioactivo
pulmonar; un activador del plasminégeno, como uroquinasa u orina humana o el activador tisular del plasminégeno
(t-PA); la bombesina; la trombina; el factor de crecimiento hematopoyético; los factores de necrosis tumoral alfa y
beta; la encefalinasa; el RANTES (regulador de la activacion de las células T normalmente expresadas y
secretadas); la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1-alfa) humana; una seroalbimina como la seroalbumina
humana; la sustancia inhibidora de Muellerian; la cadena A de la relaxina; la cadena B de la relaxina; la prorrelaxina;
el péptido asociado a la gonadotropina de raton; una proteina microbiana, como la beta-lactamasa; la DNasa; la IgE;
un antigeno asociado al linfocito T citotoxico (CTLA), como CTLA-4; la inhibina; la activina; el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF); los receptores para hormonas o factores del crecimiento; la proteina A o D; los factores
reumatoides; un factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF), la neurotrofina-3, -4, -5 0 -6 (NT-3, NT4, NT-5 0 NT-
6), un factor de crecimiento nervioso como NGF-(3; el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF); el
factor de crecimiento de los fibroblastos como aFGF y bFGF; el factor de crecimiento epidérmico (EGF); un factor de
crecimiento transformante (TGF) como TGF-a y TGF-B, incluidos TGF-B1, TGF-B,, TGF-B3, TGF-B4 0 TGF-Bs; el
factor de crecimiento semejante a la insulina | y Il (IGF-I y IGF-11); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), las proteinas de
unién al factor de crecimiento semejante a la insulina; proteinas CD como CD3, CD4, CD8, CD19 y CD20; la
eritropoyetina; los factores osteoinductores; las inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un
interferén como interferén-a, - B y -y; los factores estimulantes de colonias (CSF), por €j., M-CSF, GM-CSF y G-CSF;
las interleucinas (IL), por ej., IL-1 a IL-12; los receptores para interleucinas IL-1 a IL-12; las selectinas como selectina
L, E y P; la superdxido dismutasa; los receptores de los linfocitos T; las proteinas superficiales de membrana; el
factor acelerador de la descomposicién; los antigenos virales como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del
virus del sida; las proteinas de transporte; los receptores de asentamiento; las adresinas; las proteinas reguladoras;
las integrinas como CD11a, CD11b, CD11c, CD18 un ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a un tumor como
los receptores HER2, HER3 o HER4; y los fragmentos de cualquiera de los polipéptidos mencionados
precedentemente.

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el espacio
periplasmico, o secretar directamente en el medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como primer paso,
se eliminan los restos de macroparticulas, las células del huésped o las células lisadas, por ejemplo, por
centrifugacion o ultrafiltracion. Cuando el anticuerpo se secreta en el medio, los sobrenadantes de tales sistemas de
expresion generalmente se concentran primero utilizando un filtro de concentracion de proteinas comercial, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de la proteasa como
PMSF en cualquiera de los pasos anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para evitar el
crecimiento de contaminantes accidentales.

La composicién del anticuerpo preparada a partir de las células se puede purificar mediante, por ejemplo,
cromatografia con hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis y cromatografia de afinidad, siendo la técnica de
purificacion preferida la cromatografia por afinidad. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende
de la especie y el isotipo de cualquier dominio Fc de la inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La
proteina A se puede usar para purificar los anticuerpos basados en las cadenas pesadas 1, Y2 o Y4 humanas
(Lindmark et al., J. Immuno/. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y
para la Y3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:1567-1575 (1986)). La matriz a la cual esta unido el ligando de afinidad
es a menudo agarosa, pero existen otras matrices. Las matrices mecanicamente estables como vidrio de poro
controlado o de poli(estirenodivinil)benceno permiten velocidades de flujo mayores y tiempos de procesamiento mas
cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Cuando el anticuerpo contiene un dominio Cys, la resina de
Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para la purificacion. También se dispone de otras técnicas
de purificacién de proteinas como el fraccionamiento en una columna de intercambio iénico, precipitacién en etanol,
HPLC de fase reversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparina SEPHAROSET™, cromatografia en una
resina de intercambio idnico o catidnico (por ejemplo, una columna de &cido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-
PAGE y precipitacion en sulfato de amonio dependiendo del anticuerpo a recuperar.

Los anticuerpos preferidos comprendidos por la presente invencién incluyen Daclizumab (USAN, nombres
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adoptados por los Estados Unidos), un anticuerpo humanizado anti-receptor de IL-2. Daclizumab se comercializa
como Zenapax® para la prevencion del rechazo de érganos después del trasplante renal y se administra por via
intravenosa. Daclizumab también es util para el tratamiento de la psoriasis, para la cual, la liberacidon subcutanea es
la ruta preferida de administracion. Para una liberacion subcutdnea del anticuerpo, se prefiere una elevada
concentracion del mismo. Daclizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante, de la subclase IgG1.
La molécula se compone de dos subunidades idénticas de cadena pesada y dos de cadena ligera. Puentes disulfuro
unen las cuatro cadenas. El monémero de Daclizumab tiene un peso molecular de aproximadamente 150 000
Dalton. Daclizumab se une a la subunidad p55 del receptor de IL-2 expresado en los linfocitos T activados. El
objetivo del antigeno se denomina CD25. Daclizumab se produce a partir de una linea celular GS-NSO que contiene
los genes de las cadenas ligera y pesada, mediante cultivo de fermentacién alimentado de manera semicontinua. Se
procesan los productos del biorreactor para eliminar las células y los desechos y para purificarlos mediante una
combinacion de cromatografia de intercambio idnico y de filtracion en gel, y una serie de técnicas de filtracion y
ultrafiltracién para producir una sustancia farmacolégica que contenga mas de 95% de la especie monomeérica.

Otro anticuerpo preferido es el anticuerpo anti-interleucina 12 (IL-12). IL-12 es una citocina sintetizada por células
presentadoras de antigeno. Esta compuesta por dos subunidades (p35 y p40), que ambas deben estar presentes
para la actividad funcional. La IL-12 funcional también se denomina IL-12p70. Esta citocina actia preferentemente
sobre los linfocitos T cooperadores tipo 1 (Thl) y los linfocitos citoliticos naturales incrementando su velocidad de
proliferacién. Un efecto posterior es la secrecién de interferén gamma (IFNg) por las células Thl. Ambas funciones
(proliferativa y produccion de IFNg) se pueden ensayar facilmente y se fueron utilizadas para detectar la actividad de
IL-12 en las muestras. Se ha demostrado que ciertos anticuerpos anti-IL-12 "neutralizan" las actividades
mencionadas antes. Dado que se ha considerado que las células Thl tienen un papel crucial en diversas
enfermedades, un anticuerpo con caracteristicas neutralizantes tendria un posible valor terapéutico. 16G2 (Hoffman
La Roche) es un anticuerpo murino contra IL-12p70. Se ha demostrado que 16G2 actla en cantidades casi
estequiométricas para IL-12 en un ensayo funcional, la inhibicién de la proliferacion de linfocitos T activados de
sangre periférica humana. Esta es una caracteristica importante porque existen dimeros p40 de IL-12 en el suero y
se necesita utilizar cantidades en exceso de anticuerpos contra la subunidad p40 para neutralizar la capacidad
proliferativa de una cantidad dada de IL-12. 16G2 fue humanizado en Protein Design Labs. (Fremont, CA) contra
HAIL-12 (anti-IL-12 humanizado, un anticuerpo 1gG1).

Otro anticuerpo preferido es el anticuerpo anti-selectina L. Se encontré que las selectinas, como las selectinas L, E y
P se asocian a dafio tisular durante el curso de isquemia y reperfusién. Los neutrdéfilos tienen un papel importante en
este sentido. Se supone que la selectina es necesaria para el reclutamiento de neutréfilos. La L-selectina es
importante para el desarrollo completo del dafio en el masculo esquelético, asi como en el pulmén (Seekamp, et al.,
Am. J. Pathol. 11:592-598 (1994). Mulligan, et al., J. Immunol. 151:832-840 (1994). HUEP5C7 (SMART Anti-selectina
L) es un anticuerpo monoclonal anti-selectina L humanizado, que contiene IgG2 Fc mutante, y tiene reaccion
cruzada con los antigenos humanos selectina E y P. Actualmente esté siendo desarrollado por Protein Design Labs,
Inc. para diversas indicaciones tales como asma, accidente cerebrovascular, trauma y ciertas enfermedades
autoinmunitarias

Otro anticuerpo preferido es Fontolizumab, un anticuerpo anti-interferon gamma . Fontolizumab es un anticuerpo
monoclonal 1gG1 humanizado desarrollado por Protein Design Labs, Inc. para el tratamiento de trastornos
inmunitarios mediados por el interferon gamma (IFN-g), una citocina proinflamatoria. IFN-g induce la expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y/o de los antigenos (HLA-DR) clase Il, mejora la actividad
citolitica de los linfocitos citoliticos naturales, activa los macrofagos y modula el perfil isotipico de la inmunoglobulina
de la respuesta humoral. Como linfocina, IFN-g también mejora el desarrollo de los linfocitos T cooperadores tipo 1
(Th1), en tanto suprime el desarrollo de los linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2). Las aberraciones en la proporcion
de Th1/Th2 han sido implicadas en diversas afecciones autoinmunitarias.

IV. Preparacion de la formulacion

Una vez preparado el anticuerpo de interés como se describié antes, se prepara una formulacién farmacéutica que
contenga el anticuerpo. EI método de desarrollo de la formulacién es el siguiente: se selecciona el pH 6ptimo de la
solucidn, se selecciona el tipo de tamp6n y la concentracion, se evalla el efecto de diversos excipientes sobre la
estabilidad del liquido y se optimiza la concentracion de los excipientes ensayados utilizando un disefio experimental
optimo (Statistics for Experimenters: An Introduction to Design, Data Analysis, and Model Building, Box, George E.P.
et al., John Wiley and Sons, Inc., 1978).

Las composiciones de esta invencion minimizan la formaciéon de agregados y macroparticulas del anticuerpo y
aseguran que el anticuerpo conserve su bioactividad en el tiempo. La composicion es una formulacién liquida
farmacéuticamente aceptable que contiene una alta concentracidon de un anticuerpo en un tampoén que tiene un pH
neutro o ligeramente acido (pH 5.5-6.5), un tensioactivo y un modificador de la tonicidad.

El anticuerpo tiene una alta concentracion en la composicion de 50 mg/ml o mayor, preferentemente de 100 mg/ml o

mayor. Una composicién preferida de esta invencién contiene Daclizumab, un anticuerpo anti-receptor de IL2
humanizado; HAIL12, un anticuerpo anti-IL-12 humanizado; HaEP5C7, un anticuerpo anti-selectina L humanizado; y
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Fontolizumab, un anticuerpo anti-interferon gamma humanizado.

Se utiliza un tamp6n de pH 5.5-6.5 en la composicién. Se prefiere un tampén de pH 6.0-6.5. Algunos ejemplos de
tampones que controlan el pH en ese rango incluyen succinato (como succinato de sodio), gluconato, histidina,
citrato, fosfato y otros tampones de acidos organicos. Se prefiere el tampon de succinato (pKa 5.63) para la
inyeccion subcutanea. La histidina (pK 5,97) se prefiere menos debido a su susceptibilidad a la oxidacion, aunque
dicha oxidacién se puede enlentecer sustituyendo el espacio de cabeza del vial con N, 0 agregando un antioxidante.
Los tampones de citrato y fosfato se prefieren mucho menos porque provocan una reaccion dolorosa cuando se
inyectan por via subcutanea. Un tampon preferido contiene aproximadamente succinato de sodio 20-60 mM. Otro
tampodn preferido es el tampdn de histidina 30-70 mM recubierto con una capa de Na.

También se agrega un tensioactivo a la formulacion del anticuerpo. Los ejemplos de tensioactivos incluyen
tensioactivos no i6nicos como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20, 80, como Tween® 20, Tween® 80) o
poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188). La cantidad de tensioactivo afiadida es tal que reduce la agregacion
del anticuerpo formulado y/o minimiza la formacién de macroparticulas en la formulacién y/o reduce la adsorcion. El
tensioactivo puede estar presente en la formulacion en una cantidad entre aproximadamente 0.005% vy
aproximadamente 0.5%, preferentemente entre aproximadamente 0.01% y 0.1%, mas preferentemente entre
aproximadamente 0.01% y 0.05% y muy preferentemente entre aproximadamente 0.02% y 0.04%.
Se agrega a la composicion un modificador de la tonicidad, que contribuye a la isotonicidad de las formulaciones. El
modificador de la tonicidad Gtil para la presente invencion comprende sales y aminoéacidos. Las sales que son
farmacéuticamente aceptables y adecuadas para esta invencion incluyen cloruro de sodio, succinato de sodio,
sulfato de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio. Las sales
preferidas para esta invencion son NaCl y MgCl,. El MgCl, también puede mejorar la estabilidad del anticuerpo,
protegiendo a la proteina de la desamidacion. Una concentracion preferida de NaCl es de aproximadamente 75-150
mM. Una concentracion preferida de MgCl, es de aproximadamente 1-100 mM. Los amino&cidos que son
farmacéuticamente aceptables y adecuados para esta invencion incluyen prolina, alanina, L-arginina, asparagina,
acido L-aspartico, glicina, serina, lisina e histidina. Un aminoacido preferido para esta invencién es prolina. Una
concentracion preferida de prolina es de 200 mM.

El EDTA, que comUnmente se utiliza para estabilizar una formulacién de proteina, también puede estar incluido en la
formulacion. EI EDTA, como agente quelante, puede inhibir la oxidacion catalizada por metal de los grupos
sulfhidrilo, reduciendo asi la formacién de agregados unidos por disulfuro. Una concentracion preferida de EDTA es
de 0.01-0.2%.

Los ejemplos de composiciones liquidas son formulaciones que contienen un anticuerpo en aproximadamente 100
mg/ml 0 mas, succinato de sodio aproximadamente 20-60 mM (pH 6), aproximadamente 0.01-0.1% de polisorbato
20 o 80 y NaCl aproximadamente 75-150 mM. Esta formulacién mantiene la estabilidad de la actividad bioldgica del
anticuerpo monoclonal y evita en las inmunoglobulinas destinadas a la administracion a sujetos humanos la
degradacion fisica, quimica y biolégica en el producto final.

La formulacién liquida del anticuerpo de esta invencion es adecuada para la administracion parenteral, como
inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea; especialmente adecuada para inyeccion
subcutanea.

La invencion se ilustra en mayor profundidad mediante los ejemplos siguientes, que no deben interpretarse como
limitantes de la invencion en el alcance de los procedimientos especificos descritos en ellos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Optimizacién del pH

Para identificar la formulacién 6ptima para el rango de pH e identificar las principales vias de degradacion, se realizé
un estudio de perfil del pH. Las formulaciones de muestra contenian 5.0 mg/ml de anticuerpo anti-receptor de 1L2
(Daclizumab) en uno de los tres tampones: tampén de acetato de sodio 50 mM a pH 4.0 o0 5.0, histidina 50 mM a pH
5.5, 6.0 0 6.5, o tampdn de fosfato de sodio 50 mM a pH 7.0 u 8.5. Se incubaron formulaciones independientes a 5
°C 0 45 °C con agitacion de 100 RPM durante 4 semanas. Se evalud la estabilidad fisica y quimica de cada muestra
a las 0 y 4 semanas por métodos analiticos, incluidos: pH y andlisis visual, espectroscopia UV a 340 nm,
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC-HPLC), espectroscopia de fluorescencia, dispersién dinamica de la luz
(DLS), calorimetria diferencial de barrido (DSC), ensayo IsoQuant de Promega, enfoque isoeléctrico capilar (clEF),
SDS-PAGE (reducido y no reducido) y evaluaciones de la bioactividad (ELISA).

La cromatografia SEC-HPLC realizada sobre las muestras tras cuatro semanas de incubacion a 45 °C demostr6 que
la fragmentacién es una via de degradacién importante para la formulacion liquida, como se muestra en la figura 1A
mediante el porcentaje de fragmentos recuperados a distintos niveles de pH con SEC. Tanto el porcentaje de
fragmentos como el porcentaje de agregados (Figura 1B), determinados por SEC se redujeron a los valores de pH
de rango medio de 5.5 a 6.5.
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La figura 2 muestra el porcentaje de degradacion obtenido a distintos niveles de pH, evaluado mediante clEF tras
una incubacién de cuatro semanas de la muestra a 45 °C. La degradacion minima se obtuvo a un valor de pH de
aproximadamente 5.5.

La figura 3 muestra el porcentaje de acido isoaspartico formado a diversos niveles de pH, evaluado mediante el kit
IsoQuant de Promega tras una incubacion de cuatro semanas de la muestra a 45 °C. La formacién de éacido
isoaspartico (desamidacion) se minimiz6 a valores de pH de 6 y 6.5, y aumento6 abruptamente a pH 8.0.

Los resultados de este experimento indican que los pH de 5.5 a 6.5 y preferentemente los pH de 6.0 a 6.5, son los
pH 6ptimos que minimizan la degradacion y agregacion del anticuerpo.

Ejemplo 2: Optimizacién de los tampones

En este experimento, las formulaciones independientes contenian 5.0 mg/ml de anticuerpo Daclizumab en succinato
de sodio 50 mM de pH 6.0; e histidina 50 mM de pH 6.0, con y sin burbujeo de N,. No se incluy6 el tampdn de citrato
de sodio por informes de dolor provocado por la inyecciéon subcutanea. La bioactividad (potencia) en el tiempo 0 y
después de 4, 8 y 12 semanas de incubacion a 37 °C se midio por ELISA utilizando microplacas recubiertas con
antigeno (I, sRa-2) del receptor de IL2 alfa humano recombinante, y conjugado de anti-lgG humana de cabra-HRP
(peroxidasa de rabano).

La figura 4 muestra el efecto en el tiempo de diferentes tampones sobre la potencia tras la incubacién a 37 °C. La
mayor estabilidad de la formulaciéon de anticuerpo se logra a lo largo de 8 semanas con tampdn de succinato de
sodio 50 mM a pH 6.0. Las formulaciones en histidina sola pierden rapidamente (en menos de 8 semanas) su
potencia a medida que el tampdn se oxida. La potencia de la formulacion permanecié en mas del 80% durante al
menos 12 semanas tanto en tampoén de succinato de sodio como en tampén de histidina gasificado con N, para
evitar la oxidacion.

Ejemplo 3: Evaluacion selectiva de los excipientes
Objetivos

Este estudio se llevé a cabo para hacer una evaluacion selectiva de los excipientes para la formulacion del
anticuerpo Daclizumab a una concentracién de 50 mg/ml. Del estudio de optimizacién del pH realizado previamente
(ejemplo 1), la estabilidad de la formulacion se maximiz6 en el rango de pH 6.0-6.5. Por consiguiente en este
estudio, los excipientes se probaron en 2 tampones, fosfato 50 mM de pH 6.5 y succinato 50 mM de pH 6.0. La
estabilidad del anticuerpo se control6 en ambos tampones durante 3 semanas a 5 °C y 45 °C con agitacién a 100
RPM a una concentracion de 50 mg/ml. Los excipientes examinados incluyeron: tensioactivos (Tween 80® y Tween
20®), sales (NaCl y MgCl,), antioxidantes (EDTA y metionina), aminoacidos (glicina, lisina, serina y prolina) y
cosolventes (glicerol y etanol). Se utilizaron diversas técnicas analiticas (claridad, pH, SEC-HPLC, UV-Vis y clEF)
para caracterizar las formulaciones que contenian el excipiente.

Preparacion de la muestra

El anticuerpo Daclizumab estuvo en una formulacion de fosfato de sodio 67 mM (sin TWEEN® 80) a una
concentracion de 6.6 mg/mL. Este material se concentré hasta aproximadamente 30 mg/mL en la unidad Pellicon Il
(Millipore), y posteriormente, se cambid el tampon a dos tampones seleccionados (fosfato de sodio 50 mM de pH 6.5
y succinato de sodio 50 mM de pH 6.0) utilizando la celda de agitacion amicon 50 mL (Millipore). Durante el tercer y
el ultimo paso de cambio de tampdn, el material también se concentrd hasta una concentracion final de ~125 mg/mL.
Finalmente, el anticuerpo se filtr6 a través de una membrana de 0.8 um (Uniflo). Se determiné que la concentracion
de proteina luego de la filtracion era de aproximadamente 100 mg/ml para la muestra de tampén de fosfato y de 97
mg/ml para la muestra de tampén de succinato.

La concentracion deseada de los excipientes a la cual se los evalué se muestra en la tabla 1. Las formulaciones se
prepararon o bien pesando la cantidad requerida de los excipientes directamente en el vial (por ejemplo todos los
aminoacidos) o bien preparando soluciones madre concentradas de los excipientes. Los excipientes se agregaron a
0.5 ml de la solucién del tampén adecuado y el pH se ajusté al valor deseado con HCI 1 N o NaOH al 10%. A
continuacion, se agregé 0.5 ml de la solucién concentrada de anticuerpo en el tampoén adecuado (~100 mg/mL) para
lograr la concentracion deseada de 50 mg/ml. Este procedimiento se adopté para evitar la degradacion de la
proteina debido al contacto directo con los excipientes concentrados. El mililitro de solucion se dividié en dos viales
llenandolos con 0.5 ml cada uno. Se utilizé un vial para el analisis inicial a T = 0 y después se almacend a 2-8 °C
para el analisis correspondiente al tiempo de 3 semanas a 2-8 °C. El otro vial se incub6 a 45 °C con agitaciéon a 100
RPM durante 3 semanas y se analiz6 al final del periodo.
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Tabla 1: Lista de los excipientes y de las concentraciones usadas en el estudio.

Ne Excipiente Conc. deseada
1 Tween 80 0.05%
2 EDTA 0.05%
3 NaCl 150 mM
4 Metionina 100 mM
5 Glicina 200 mM
6 Serina 200 mM
7 Prolina 200 mM
8 Lisina 200 mM
9 MgCl, 100 mM
10 Tween 20 0.05%
11 Glicerol 5.0%
12 Etanol 5.0%

Métodos analiticos

En cada uno de los dos tiempos, las muestras se analizaron usando diversas técnicas analiticas. La claridad de la
solucion se examind visualmente sosteniendo los viales de muestra contra un fondo negro bajo iluminacion
fluorescente. La solucién se inspeccion6 en busca de especies insolubles y se registraron los cambios de color. Se
realiz6 una cromatografia de exclusion por tamafio utilizando una unidad de HPLC Perkin Elmer con deteccién por
arreglo de diodos y dos columnas Tosohaas conectadas en serie. Las muestras se diluyeron aproximadamente 5
veces con el tampon correspondiente para llevar la concentracion a aproximadamente 1 mg/mL y se inyectaron 100
puL de la muestra en la columna. Se midié la concentraciéon de la muestra por espectroscopia UV utilizando el
espectrofotometro Perkin EImer Lambda Bio 40.

Se analizaron las muestras del tiempo correspondiente a 3 semanas por enfoque isoeléctrico capilar en el sistema
BioRAD CE (3000 BioFocus). Todas las muestras se diluyeron hasta 0.25 mg/mL con agua y se preparé una dilucién
1:1 (hasta una concentracion final de 0.125 mg/mL) con solucién pharmalyte que contenia TEMED y dos
marcadores pl internos, 8.4 y 10.1. El capilar utilizado fue un eCAP con recubrimiento neutro (Beckmann, 56 cm de
longitud, 50 um de DI).

La potencia de las muestras formuladas en el tampon de succinato con los excipientes, Tween 80, EDTA, NaCl y
MgCl; se analizé tras 3 semanas de incubacién a 5 y 45 °C. Fue un bioensayo con células KIT-225-K6.

Resultados

Hubo 24 muestras en el tiempo T = 0 porque se controlaron 12 excipientes diferentes en dos tampones diferentes.
En el tiempo correspondiente a las 3 semanas, hubo 48 muestras para ser analizadas (12 excipientes diferentes x 2
temperaturas x 2 tampones = 48). Los ensayos realizados incluyeron la determinacién de la concentracion por UV-
Vis, pH, claridad, SEC-HPLC y CIEF.

(a) Claridad de la muestra

El aspecto de la muestra se indica en la tabla 2. Todas las muestras fueron claras en ambos tampones en el tiempo
inicial T = 0. En el tiempo correspondiente a 3 semanas, todas las muestras en el tampén de fosfato excepto las que
contenian lisina fueron claras a 5 °C. En el mismo tampén, a 45 °C, las muestras que contenian aminoacidos
(glicina, serina, prolina y lisina) parecian claras pero tenian algunos hilillos flotantes en los viales. En la muestra con
MgCl; hubo cristales claros sedimentados en el fondo del vial.

En el tampdn de succinato, todas las muestras excepto las formulaciones que contenian aminoacidos fueron claras
tras 3 semanas de incubacién a 5 °C. Las muestras con prolina y lisina fueron las mas turbias. A 45 °C, todas las
muestras en tampoén de succinato fueron claras en el tiempo correspondiente a 3 semanas.
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Tabla 2: Claridad de la muestra determinada por luz fluorescente a T=0y T = 4 semanas a 5y 45 °C en los
tampones de Na-succinato (pH 6.0) y de Na-fosfato (pH 6.5).

Muestra Fosfato |Fosfato Fosfato Succinato  |Succinato Succinato
T = 0T = 3 sem|T = 3 sem.|T = OfT = 3 sem.|T = 3 sem.
claridad [claridad, 5 °C claridad, 45 °C claridad claridad, 5 °C claridad, 45 °C
Tween 80 |Clara Clara Clara Clara Clara Clara
EDTA Clara Clara Clara Clara Clara Clara
NacCl Clara Clara Clara Clara Clara Clara
Metionina |Clara Clara Clara Clara Tarbida Clara
Glicina Clara Clara Clara Clara Tarbida Clara
Serina Clara Clara Clara Clara Tarbida Clara
Prolina Clara Clara Clara Clara Tarbida Clara
Lisina Clara Tarbida Clara Clara Tarbida Clara
MgCl, Clara Clara Clara Clara Clara Clara
Tween-20 |Clara Clara Clara Clara Clara Clara
Glicerol Clara Clara Clara Clara Clara Clara
Etanol Clara Clara Clara Clara Clara Clara

(b) SEC-HPLC

Los resultados de la cromatografia SEC-HPLC estan tabulados en la tabla 3(A-C). La tabla 3A indica el porcentaje
de mondmero para todas las muestras investigadas en este estudio. El % de mondmero a T = 0 para todas las
muestras fue= 99%. En el tiempo correspondiente a tres semanas, no se observé ningln cambio significativo en
el % de mondmero para las muestras a 5 °C en ambos tampones. Sin embargo, a 45 °C, todas las muestras
presentaron una ligera caida en el % de monémero (<5%). Para las muestras formuladas en el tampén de fosfato, el
% de monomero varié desde 94.08 (metionina) hasta 97.29 (prolina), mientras que para las muestras formuladas en
el tampon de succinato, el % de monomero varié de 95.86 (metionina) a 97.55 (Tween 80). En ambos tampones, se
observo que las formulaciones que contenian metionina y glicina presentaron la caida mas significativa en el % de
mondmero. La disminucion en el % de mondmero fue principalmente debida a la formacién de fragmentos.

La tabla 3B lista el % de formacién de agregados en todas las muestras investigadas en este estudio. Es evidente a
partir de estos resultados que el aumento en la formacion de agregados en el transcurso de 3 semanas es minimo
para todas las muestras a 5 °C en ambos tampones. Tras 3 semanas de incubacion a 45 °C, las muestras en el
tampon de fosfato presentaron un aumento en el % de agregados que varié desde 0.40% (EDTA) hasta 2.40%
(glicina). En el tampdén de succinato la formacion de agregados fue ligeramente inferior; y vario desde 0.7%
(metionina) hasta 1.09% (glicina) tras el periodo de incubacion de 3 semanas. Una de las hip6tesis que respalda
estos resultados es que si la formacién de agregados se debe a la oxidacion, se puede enlentecer en el tampon de
succinato debido a las propiedades quelantes del metal que tiene el dicho tampon.

La tabla 3C lista el % de formacién de fragmentos en todas las muestras investigadas en este estudio. En el tiempo
inicial, el % de fragmentos varié de ~0.2-0.4 % en todas las muestras. Para todas las muestras incubadas a 5 °C, el
% de aumento en los fragmentos fue insignificante en el transcurso del periodo de 3 semanas. A 45 °C, se observo
un significativo aumento en la velocidad de formacion de fragmentos. Para las muestras formuladas en el tampdén de
fosfato, el % de fragmentos varié de 4.74 (metionina) a 1.5% (prolina, glicerol y etanol), mientras que en el tampdén
de succinato, el rango fue de 1.48% (Tween-80) a 3.44 (metionina). En general, se observé un aumento en la
formacion de fragmentos en las férmulas que contenian aminoécidos. Ademas, la velocidad de formacién de
fragmentos parece ser mayor en el tampén de fosfato. Esto se puede atribuir a la diferencia de pH de los tampones
de Na-succinato y Na-fosfato (pH 6.0 y 6.5, respectivamente), lo que indica que la hidrdlisis catalizada por bases es
la principal razén para la formacion de fragmentos.

Tabla 3A: % de monémero determinado por SEC a T =0y 3 semanas a 5 °C y 45 °C en tampones de Na-succinato
(pH 6.0) y Na-fosfato (pH 6.5).

Muestra Fosfato Fosfato Fosfato Succinato |Succinato Succinato
T = o|IT = 3 sem (T = 3 sem.|T = 0 (T = 3 sem.|T = 3 sem.
% de moném. |% de moném., |[% de moném., |moném. % de moném., |[% de moném.,
5°C 45 °C 5°C 45 °C
Tween 80 [99.36 99.48 96.71 99.43 99.51 97.55
EDTA 99.37 99.42 96.43 99.42 99.53 97.51
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Muestra Fosfato Fosfato Fosfato Succinato |Succinato Succinato
T = ofT = 3 sem|T = 3 sem.|T = 0 %|T = 3 sem.|T = 3 sem.
% de mon6m. |% de moném., (% de monédm., |mondém. % de mon6ém., |% de mondém.,

5°C 45 °C 5°C 45°C

NaCl 99.37 99.41 96.84 99.42 99.53 97.31

Metionina |99.42 99.42 94.08 99.47 99.53 95.86

Glicina 99.41 99.42 95.90 99.46 99.53 96.46

Serina 99.41 99.45 96.15 99.45 99.53 97.29

Prolina 99.40 99.43 97.29 99.45 99.52 97.06

Lisina 99.34 99.62 95.45 99.45 99.57 96.28

MgCl, 99.37 99.44 97.12 99.47 99.53 96.62

Tween-20 |99.17 99.53 96.33 99.44 99.53 97.27

Glicerol 99.41 99.59 96.32 99.43 99.48 97.46

Etanol 99.41 99.42 97.24 99.31 99.19 97.42

Tabla 3B: % de agregados determinado por SEC a T =0y 3 semanas a 5 °C y 45 °C en tampones de Na-succinato
(pH 6.0) y Na-fosfato (pH 6.5).

Muestra Fosfato Fosfato Fosfato Succinato Succinato Succinato
T = 0T = 3 sem. (T = 3 sem.|T = OfT = 3 sem.[T = 3 sem.
% de agreg. % de agreg., % de agreg, % de agreg. % de agreg., % de agreg,

5°C 45 °C 5°C 45 °C

Tween 80 |0.41 0.00 1.61 0.36 0.36 0.96

EDTA 0.39 0.43 0.40 0.35 0.35 0.96

NaCl 0.40 0.43 1.23 0.33 0.34 0.85

Metionina  [0.36 0.41 1.18 0.32 0.34 0.70

Glicina 0.38 0.42 2.40 0.33 0.35 1.09

Serina 0.38 0.40 2.15 0.32 0.33 0.91

Prolina 0.38 0.41 1.14 0.35 0.34 0.86

Lisina 0.39 0.36 1.50 0.32 0.30 0.64

MgCl, 0.38 0.42 0.60 0.32 0.34 0.82

Tween-20 |0.40 0.44 1.55 0.34 0.34 1.00

Glicerol 0.37 0.40 2.13 0.35 0.32 0.94

Etanol 0.37 0.43 1.26 0.28 0.38 0.91

5 Tabla 3C: % de fragmentacion determinado por SEC a T =0y 3 semanas a 5 °C y 45 °C en tampones de Na-
succinato (pH 6.0) y Na-fosfato (pH 6.5).

Muestra Fosfato Fosfato Fosfato Succinato Succinato Succinato
T = o|T = 3 sem.|T = 3 sem.|T = O[T = 3 sem.[T = 3 sem.
% de|% de fragmentos, |% de fragmentos, |% de|% de|% de
fragmentos |5 °C 45 °C fragmentos fragmentos, fragmentos,

5°C 45 °C

Tween 80 |0.21 0.52 1.67 0.22 0.11 1.48

EDTA 0.22 0.15 2.00 0.22 0.12 1.53

NacCl 0.24 0.16 1.93 0.21 0.12 1.85

Metionina (0.21 0.16 4.74 0.21 0.13 3.44

Glicina 0.20 0.15 1.70 0.21 0.12 2.41

Serina 0.21 0.14 1.69 0.23 0.12 1.81

Prolina 0.22 0.16 1.58 0.21 0.13 2.08

Lisina 0.24 0.02 3.05 0.23 0.12 3.09
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Muestra Fosfato Fosfato Fosfato Succinato Succinato Succinato
T = oO|IT = 3 sem.|T = 3 sem.|T = O|T = 3 sem.|T = 3 sem.
% de|% de fragmentos, |% de fragmentos, |% de|% de|% de
fragmentos |5 °C 45 °C fragmentos fragmentos, fragmentos,

5°C 45 °C

MgCl, 0.21 0.14 2.28 0.21 0.13 2.55

Tween 20 |0.44 0.03 2.12 0.22 0.11 1.73

Glicerol 0.23 0.01 1.54 0.22 0.20 1.61

Etanol 0.22 0.14 1.51 0.41 0.40 1.67

(c) Electroforesis capilar

Todas las muestras de este estudio se analizaron por electroforesis capilar (CIEF) en el sistema BioRAD. Un perfil
tipico de clEF para Daclizumab muestra cuatro picos. Normalmente en el envejecimiento acelerado a altas
temperaturas, el area del pico de la isoforma principal disminuye seguido de un aumento en los picos de la otra
isoforma, lo que indica la conversién de una isoforma en la otra isoforma. El % de degradacion se calcula por
disminucion porcentual en el &rea del pico de la isoforma principal:

% de Degradacion = [Area del pico a T = 0 — Area del pico a 45 °C] x 100%
[Area del picoa T = 0]

Nuestros resultados indican que las muestras a 45 °C estadn méas degradadas en el tampdn de fosfato (pH 6.5) en
comparacién con muestras similares en el tampén de succinato (pH 6.0). Los mejores electroferogramas fueron los
de los excipientes, EDTA, NacCl, lisina y MgCl,. El % de degradacién después de 3 semanas para las muestras a 5
°C frente a las de 45 °C no se pudo calcular para las muestras que contenian Tween 80, Tween 20, serina y prolina
porgue sus electroferogramas estaban muy colapsados y los picos eran indistinguibles.

(d) Potencia

Basandose en los resultados de este estudio, el tampdn de Na-succinato parece ser mas prometedor que el tampén
de Na-fosfato. Por consiguiente, se realizaron las evaluaciones de potencia para los excipientes mas estabilizadores
sélo en el tampdn de Na-succinato. Esto incluy6 las formulaciones que contenian Tween 80, EDTA, NaCl y MgCly,
sometidas a tres semanas de incubacion a 5y 45 °C. Los resultados (tabla 4) mostraron que la potencia de todas las
formulaciones estuvo dentro de las especificaciones, lo que indica que los procesos de degradacion fisica y quimica
subyacentes no estan alterando significativamente la actividad de la proteina.

Tabla 4: Resultados de potencia de las formulaciones seleccionadas en tampén de succinato a T = 3 semanas, a5y
45 °C.

Muestra pH % de potencia
Tween 80, 5 °C 6.0 105

Tween 80, 45 °C 6.0 80

EDTA, 5 °C 6.0 103

EDTA, 45 °C 6.0 74

NaCl, 5 °C 6.0 105

NaCl, 45 °C 6.0 98

MgCl,, 5 °C 6.0 112

MgCly, 45 °C 6.0 96

Discusion

Basandose en los resultados de este estudio, la estabilidad de la formulacion fue mayor en el tampén de Na-
succinato a pH 6.0, en comparacion con el tampén de Na-fosfato a pH 6.5. Esto se debe principalmente a la
hidrdlisis catalizada por base que se acelera al pH superior, 6.5, causando un aumento en la velocidad de formacion
de fragmentos. Por lo tanto, el tampdn de Na-succinato a pH 6.0 es el tamp6n de eleccién para todos los estudios
futuros. Los resultados de este estudio también indican claramente que en ambos tampones, los aminoacidos
(glicina, lisina, serina, prolina y metionina) no tuvieron un efecto estabilizador de la proteina. Como lo demuestran los
datos sobre la claridad de las muestras, todas las formulaciones que contenian aminoacidos presentaron formacion
de agregados insolubles a 45 °C.

12



10

15

20

25

30

ES 2392073 T3

En este estudio se selecciond el excipiente MgCl, baséndose en la hipétesis de que podria proteger a la proteina
contra la desamidacién. Si bien el MgCl, precipité en el tampdn de Na-fosfato; en el tampdén de Na-succinato,
basandose en los datos del clEF, el MgCl, tiene un efecto estabilizador de la proteina. También se incluy6 etanol
como excipiente para probar si estabilizaba a la proteina contra la desamidacion, al bajar la constante dieléctrica de
la solucién. Los resultados, sin embargo, no respaldan esta hipotesis. Finalmente, Tween 80, EDTA y NaCl, los
excipientes mas comunmente utilizados para estabilizar las formulaciones de proteinas, no presentaron ningin
efecto desestabilizador de la proteina en ningin tampén.

Se llevaron a cabo otros experimentos en el tampon de Na-succinato a pH 6.0; se examind en mayor profundidad el
efecto de los excipientes (MgCl,, Tween 80, NaCl y EDTA) sobre la estabilidad de las proteinas. Los resultados
indican que para formular un anticuerpo a 100 mg/mL con NaCl 100 mM, la concentracién éptima de Tween 80 se
encuentra en el rango de 0.02-0.03%. Los resultados también indican que el aumento de la concentracién de sal
(100-150 mM) podria estabilizar ain mas la formulaciéon. Por consiguiente, la concentracion de NaCl deberia
maximizarse manteniendo simultdneamente los requerimientos de tonicidad. Los resultados también indican que la
estabilidad de la formulacién que contiene Tween 80 y NaCl podria mejorarse agregando EDTA en el rango de
concentracion de 0.35-0.5%. La adicion de MgCl, en el rango de concentracion de 0-50 mM también podria tener un
efecto favorable. Los resultados también indican que las concentraciones de excipientes para la formulacion mas
estable son: NaCl 150 mM, Tween 80 0.05%, EDTA 0.03-0.04% y MgCl, 60-70 mM, sin embargo, estas condiciones
no son practicas porque no proporcionan condiciones isoténicas.

Ejemplo 4: Datos de estabilidad de dos formulaciones de anticuerpo Daclizumab en tampdn de succinato
Las formulaciones 1y 2 se prepararon segun el ejemplo 3.

Formulacién 1: 100 mg/ml de anticuerpo Daclizumab, succinato de sodio 30 mM (pH 6.0), NaCl 100 mM y 0.03% de
Tween ® 80.

Formulacién 2: igual que la formulacion 1, mas 0.05% de EDTA.

Los resultados de estabilidad de las formulaciones 1y 2 a T = 0, 2 semanas, 4 semanas, 8 semanas y 12 semanas
se muestran como sigue a 5, 25y 37 °C (Tabla 5).

Tabla 5: Resultados de estabilidad de las formulaciones 1y 2.

T=0

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F1 Clara 98.27 0.77 0.96 100

F2 Clara 98.27 0.77 0.96 90

T = 2 semanas

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F1-5C Clara 98.31 0.73 0.95 NA

F1-25C Clara 98.03 0.82 1.14 NA

F1-37C Clara 97.11 1.21 1.69 NA

F2-5C Clara 98.20 0.92 0.90 NA

F2-25C Clara 97.90 1.09 1.06 NA

T = 4 semanas

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F1-5C Clara 98.30 0.74 0.96 93
F1-25C Clara 97.80 0.92 1.28 88
F1-37C Clara 96.20 1.77 2.03 84
F2-5C Clara 98.30 0.77 0.93 94
F2-25C Clara 97.85 0.95 1.20 92
F2-37C Clara 96.30 1.83 1.87 80

T = 8 semanas

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia

13



10

15

ES 2392073 T3

T = 4 semanas

F1-5C Clara 98.24 0.73 0.95 96
F1-25C Clara 97.51 0.82 1.14 96
F1-37C Clara 94.76 1.21 1.69 90
F2-5C Clara 98.34 0.78 0.88 90
F2-25C Clara 97.42 1.20 1.38 90
F2-37C Clara 94.63 3.06 2.31 85
T = 12 semanas

Muestra Claridad |% de mon6émero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F1-5C Clara 98.25 0.73 1.02 98
F1-25C Clara 97.07 1.26 1.62 90
F1-37C Clara 93.31 3.88 2.81 84
F2-5C Clara 98.30 0.70 1.00 94
F2-25C Clara 97.22 1.30 1.48 88
F2-37C Clara 92.88 4.05 1.54 82

Ejemplo 5: Datos de estabilidad de dos formulaciones de Daclizumab en tamp6n de histidina

Las formulaciones 3 y 4 se prepararon segun el ejemplo 3.

Formulacion 3: 100 mg/ml de anticuerpo Daclizumab, histidina 50 mM (pH 6.0), NaCl 115 mM, 0.03% de Tween ®

80, purgada con nitrégeno.

Formulacion 4: igual que la formulacion 3, mas 0.05% de EDTA.

Los resultados de estabilidad de las formulaciones de 3y 4a T =0, 2

semanas se muestran como sigue a 5, 25y 37 °C (Tabla 6).

Tabla 6: Resultados de estabilidad de las formulaciones 3y 4.

semanas, 4 semanas, 8 semanas y 12

T=0

Muestra Claridad |% de mon6émero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F3 Clara 99.24 0.43 0.33 79

F4 Clara 99.01 0.68 0.32 89

T = 2 semanas

Muestra Claridad |% de mon6mero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F3-5C Clara 99.24 0.38 0.38 ND

F3-25C Clara 99.09 0.47 0.44 ND

F3-37C Clara 98.32 1.01 0.67 ND

F4-5C Clara 99.19 0.44 0.37 ND

F4-25C Clara 99.11 0.47 0.42 ND

F4-37C Clara 98.41 0.93 0.66 ND

T = 4 semanas

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F3-5C Clara 99.26 0.37 0.35 91

F3-25C Clara 98.99 0.56 0.45 76

F3-37C Clara 97.96 1.42 0.62 83

F4-5C Clara 99.28 0.38 0.34 81
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T = 4 semanas

F4-25C Clara 99.00 0.56 0.44 85

F4-37C Clara 97.94 1.44 0.63 79

T = 8 semanas pH 6.0

Muestra Claridad |% de monomero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F3-5C Clara 99.24 0.38 0.38 86

F3-25C Clara 98.74 0.72 0.54 82

F3-37C Clara 96.87 2.37 0.76 75

F4-5C Clara 99.23 0.39 0.38 97

F4-25C Clara 98.71 0.75 0.54 92

F4-37C Clara 96.90 2.34 0.76 86

T =12 semanas pH 6.0

Muestra Claridad |% de monémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
F3-5C Clara 98.89 0.63 0.49 99

F3-25C Clara 98.04 1.21 0.75 96

F3-37C Clara 94.79 4.06 1.17 90

F4-5C Clara 98.92 0.60 0.48 91

F4-25C Clara 98.06 1.23 0.72 87

F4-37C Clara 95.02 3.83 1.15 78

Ejemplo 6 Datos de estabilidad de la formulacion de Daclizumab a temperatura ambiente durante un afio

5 Se analizé la estabilidad de una formulacion liquida de anticuerpo de 100 mg/ml de Daclizumab en succinato de
sodio 30 mM, pH 6, NaCl 100 mM y 0.03% de Tween® 80, tras el almacenamiento de un afio a 25 °C. Los
resultados de estabilidad indican que la formulacién es estable durante al menos un afio a 25 °C (Tabla 7).

Tabla 7 Resultados de la estabilidad de la formulacién de Daclizumab tras un afio de almacenamiento a 25 °C.
Muestra Claridad |% de mon6émero % de fragmentos % de agregados % de potencia
T=0 Clara 98.27 0.77 0.96 100
T=1afio |Clara 94.32 3.14 2.53 86
10
Ejemplo 7. Datos de estabilidad de la formulacion de Daclizumab a 5 °C durante 18 meses
Se incubé una formulacién liquida de anticuerpo de 100 mg/ml de Daclizumab en succinato de sodio 30 mM, pH 6,
NaCl 100 mM y 0.03% de Tween® 80 a 5 °C (2-8 °C) y se analiz6 su estabilidad en diferentes momentos. Los
15 resultados de estabilidad indican que la formulacién es estable durante al menos 18 meses a temperatura de
refrigeracion (Tabla 8).
Tabla 8. Resultados estabilidad de Daclizumab a 5 °C.
Tiempo (meses) % de mondmero % de agregados
0 99.0 N/A
3 99.1 0.2%
6 99.1 0.2%
9 98.8 0.2%
12 98.9 0.2%
18 98.6 0.2%
20 Ejemplo 8. Datos de estabilidad de HAIL-12 (tamp6n de histidina)

Se formulé HAIL-12 (anticuerpo anti-IL12, 50 mg/mL) en tampén de histidina 50 mM, cloruro de sodio 120 mM,
0.03% de Tween 80, pH 6.0. La prueba de estabilidad en curso indica que la formulacion es estable a 5 °C durante
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Tabla 9. Resultados de estabilidad de HAIL-12 a 5 °C.

Muestra Claridad [% de mondémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
T=0 Clara 99.47 0.18 0.35 95

T =7 meses Clara 98.90 0.65 0.45

T =8 meses - - -—-- 100

T =9 meses 98.52

Ejemplo 9. Datos de estabilidad de HAIL-12 (tamp6n de succinato)

Se formulé HAIL-12 (50 y 100 mg/mL) en tampdn de Na-succinato 40 mM, NaCl 100 mM y 0.03% de Tween 80, pH
6.0. La prueba de estabilidad en curso indica que la formulacion es estable a 5, 25 y 37 °C durante al menos 12
semanas (Tablas 10 y 11).

Tabla 10. Resultados de estabilidad de HAIL-12 (50 m

/mL) a diversas temperaturas.

T=0
Muestra Claridad |% de mondémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
5°C Clara 99.27 0.27 0.47 99
T = 12 semanas
Muestra Claridad |% de mondémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
5°C Clara 99.00 0.34 0.67 109
25°C Clara 98.05 0.92 1.04 76
37°C Clara 93.86 4.25 1.90 75
T = 6 meses
Muestra Claridad [% de mondémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
5°C Clara 98.63 0.61 0.76 97
25°C Clara 97.1 1.67 1.22 78
Tabla 11. Resultados de estabilidad de HAIL-12 (100 mg/ml) a diversas temperaturas.
T=0
Muestra Claridad % de mondmero % de fragmentos % de agregados
5°C Clara 99.2 0.31 0.49
T = 12 semanas
Muestra Claridad % de mondmero % de fragmentos % de agregados
5°C Clara 98.9 0.31 0.78
25°C Clara 97.67 0.95 1.38
37°C Clara 93.26 4.14 2.6

Ejemplo 11. Datos de estabilidad de HUEP5C?7.

Se formulé HUEP5C?7 (anticuerpo anti-selectina L, 50 y 100 mg/mL) en tampon de histidina 50 mM, cloruro de sodio
125 mM y 0.01% de Tween 80, pH 6.0. La prueba de estabilidad en curso indica que la formulacion es estable
durante tres meses a 25 °C y 45 °C, y durante al menos 9 meses a 5 °C. Los resultados de la prueba de estabilidad
de 9 meses a 5 °C se muestran en la tabla 12. Los resultados de la prueba de estabilidad acelerada de 3 meses se
muestran en la tabla 13.
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Tabla 12. Resultados de estabilidad de HUEP5C7 a 5 °C.

50 mg/mL

Muestra % de monoémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
T=0 98.54 0.30 1.17 83

T =9 meses 99.08 0 0.91 99

100 mg/mL

Muestra % de monoémero % de fragmentos % de agregados % de potencia
T=0 98.56 0.23 1.21 79

T =9 meses 98.05 0.03 1.47 90

Tabla 13. Resultados de estabilidad de HUEP5C7 a diversas temperaturas.

T =3 meses

Muestra % de mondmero % de fragmentos % de agregados % de potencia
50 mg/mL - 5 °C 99.48 0.14 0.39 121

50 mg/mL - 25 °C 98.81 0.31 0.88 72

50 mg/mL - 45 °C 98.26 0.99 0.76 107

100 mg/mL - 5 °C 99.03 0 0.97 93

100 mg/mL - 25 °C 98.56 0.40 1.06 78

100 mg/mL - 45 °C 97.88 0.92 1.20 91

5 La invencién, y la manera y el proceso de para prepararla y usarla, estan descritos en términos tan completos,
claros, concisos y exactos que permiten a cualquier persona experta en el area a la cual pertenece, prepararla y
usarla. Se debe comprender que lo precedente describe las realizaciones preferidas de la presente invencién y que
se les pueden hacer modificaciones sin apartarse del &mbito de aplicacion de la presente invencion como se divulga
en las reivindicaciones. Para sefialar particularmente y reivindicar indiscutiblemente el tema considerado como

10 invencién, las reivindicaciones siguientes concluyen esta especificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion farmacéutica liquida estable que contiene:
tampon de succinato 20-60 mM con un pH de 5.5 a 6.5,
0.02% - 0.04% de polisorbato,
cloruro de sodio 75-150 mM, y
un anticuerpo en una concentracion de 50 mg/ml o mas, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
humanizado recombinante de la subclase IgG1 denominado "Daclizumab" que se une a la subunidad p55 del
receptor de IL-2 expresado en los linfocitos T activados y que tiene un peso monomérico de
aproximadamente 150000 Dalton.

2. La formulacion farmacéutica liquida estable de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo tiene una
concentracion de 100 mg/ml o mas.

3. La formulacion farmacéutica liquida estable de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho tampdén de succinato
es succinato de sodio.

4. La formulacion farmacéutica liquida estable de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicha formulacion es apta
para administracion parenteral.

5. La formulacion farmacéutica liquida estable de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicha formulacion es apta
para administracion subcutanea.
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