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DESCRIPCION
Formulaciones estabilizadoras

Campo técnico

La presente solicitud se refiere al campo de la formulacién de proteinas, y mas particularmente, a la formulacion de
anticuerpos.

Referencia cruzada con las solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos nimero de serie 60/601311,
depositada el 13 de agosto de 2004.

Antecedentes

Las proteinas, tales como anticuerpos, se suelen generar y almacenar para su uso posterior. Es importante que tales
proteinas puedan almacenarse en condiciones que conserven la estabilidad de la proteina en diversas condiciones,
incluyendo la temperatura y la concentracién proteica. De este modo, las formulaciones utilizadas para el
almacenamiento de proteinas contienen en general una variedad de sustancias estabilizadoras. No obstante, tales
sustancias pueden afectar negativamente a los usos corriente abajo de la proteina almacenada, ya sea mediante la
reduccion del rendimiento de un procedimiento corriente abajo o porque necesita la eliminacion de una o mas
sustancias estabilizadoras antes de que la proteina pueda utilizarse en un procedimiento corriente abajo.

Existe una necesidad de formulaciones de proteinas, tales como anticuerpos, que sean estables en una variedad de
temperaturas y no contengan sustancias que puedan interferir con los procedimientos corriente abajo que utiliza las
proteinas.

Resumen

La invencion se refiere al hallazgo de que ciertas formulaciones se pueden utilizar para el almacenamiento de
polipéptidos, tales como proteinas (p. €j., anticuerpos y fragmentos de los mismos) para formar una preparacion que
es relativamente estable y simple. Tales formulaciones reducen la probabilidad de que el procesamiento corriente
abajo, o la actividad de la proteina, se vea afectado negativamente por un componente de la formulacion y
simplifican la preparacion de muestras proteicas en un almacenamiento a corto o a largo plazo.

La invencion se refiere a una formulacién que comprende
(a) un anticuerpo anti-CD22 monoclonal humanizado que comprende:
- unaregion variable de la cadena ligera gL1 que consiste en la secuencia de aminoacidos:

1 DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA NSYGNTFLSW YLHKPGKAPQ LLIYGISNRF
61 SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCLQGTHQP YTFGQGTKVE IKR

- una region constante de la cadena ligera de la cadena ligera kappa humana;
- una region variable de la cadena pesada gH7 que consiste en la secuencia de aminoacidos

1 EVQLVQSGAE VKKPGASVKYV SCKASGYRFT NYWIHWVRQA PGQGLEWIGG INPGNNYATY
61 RRKFQGRVTM TADTSTSTVY MELSSLRSED TAVYYCTREG YGNYGAWFAY WGQGTLVTVS
121 S;

Y,
- unaregion constante de la cadena pesada de la cadena pesada gamma-4 humana;

en la que el anticuerpo esta presente a una concentracion de 1 mg/ml a 50 mg/ml;

y
(b) una soluciéon acuosa que comprende un tampoén succinato y que tiene un pH 4,0 a pH 6,5, en la que la
concentracion del tampén es de 1 mM a 100 mM;

en la que la formulacién no contiene crioprotector o tensioactivo, y el anticuerpo es estable durante al menos 3
semanas entre -80 °C a 8 °C,

en la que la estabilidad se determina examinando al menos uno entre el porcentaje de especies de alto peso
molecular, el porcentaje de especies de bajo peso molecular, o el porcentaje de especies acidas en comparacion
con un control;

en la que el control es una réplica de la formulacién que no se ha sometido a almacenamiento; en la que el
porcentaje del componente proteico de la formulacidon en especies de alto peso molecular después del
almacenamiento es de 10 % o menos de la proteina total;
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en la que el porcentaje del componente proteico de la formulacion en especies de bajo peso molecular después del
almacenamiento es de 10 % o menos de la proteina total, y,
en la que la formulacidon no muestra un aumento superior al 10 % en el porcentaje de especies acidas después del

almacenamiento.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende

- una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos:

1 MKLPVRLLVL LLFWIPASRG DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA NSYGNTFLSW
61 YLHKPGKAPQ LLIYGISNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCLQGTHQP
121 YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
181 SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV TKSFNRGEC;

y una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos:

1 MDFGFSLVFL ALILKGVQCE VQLVQSGAEV KKPGASVKVS CKASGYRFTN YWIHWVRQAP
61 GQGLEWIGGI NPGNNYATYR RKFQGRVTMT ADTSTSTVYM ELSSLRSEDT AVYYCTREGY

121 GNYGAWFAYW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS
181 WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES
241 KYGPPCPPCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
301 GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK
361 GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
421 DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK.

Por consiguiente, la divulgacion incluye una formulacién que contiene una proteina aislada y una soluciéon acuosa
que tiene un pH 4,0-8,0, de manera tal que la formulacién no contiene ningun crioprotector o tensioactivo, y la
proteina es estable durante al menos 3 semanas a -80 ° a 8 °C. En algunos casos, la formulacién contiene menos de
sal 150 mM, p. €j., sal 75 mM. La proteina puede ser un anticuerpo (un anticuerpo policlonal o un anticuerpo
monoclonal). Por ejemplo, la proteina puede ser un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-Lewis Y o un
anticuerpo anti-5T4. La proteina puede ser una proteina recombinante (p. €j., un anticuerpo monoclonal
humanizado). En algunos casos, la proteina es una proteina terapéutica.

La solucién acuosa de la formulacion puede ser agua (p. €j., filtrada o estéril) o puede incluir un tampon, tal como un
tampodn acetato, tampon succinato, tampoén fosfato o tampén citrato. En general, la concentracion del tampon es de
aproximadamente 0 mM a aproximadamente 150 mM, p. €j., aproximadamente 50 mM, aproximadamente 100 mM,
o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM.

El componente proteico de la formulacion es generalmente estable durante al menos 1 afio a 5 °C, p. €j., la proteina
es estable durante al menos 3 afios a 5 °C. En algunas realizaciones, la proteina esta presente a una concentracion
de desde aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente
100 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 30 mg/ml, 25 mg/ml a
aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml, o aproximadamente 20
mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml. La proteina puede tener un pl de al menos 6,0, p. €j., al menos 7,0, o al menos
8,0. La proteina se puede puirificar, p. €j., a al menos el 90 % o a al menos el 95 %.

En algunos casos, la formulacion se almacena a aproximadamente 0°C a aproximadamente 8°C o de
aproximadamente 0 °C a aproximadamente 5 °C. El pH de la formulaciéon puede ser de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 6,0, y en algunos casos, el pH de la formulacién es de aproximadamente 5,0 a aproximadamente
6,0 y la formulacion se almacena a aproximadamente -80 °C a aproximadamente 5 °C. Generalmente, la formulacion
es estéril.

En un ejemplo de la divulgacion, la proteina de la formulacion también puede ser, p. €j., un anticuerpo anti-CD22
humanizado y una soluciéon acuosa con aproximadamente succinato 20 mM, pH 6,0. En otro ejemplo de la
divulgacion, la proteina es un anticuerpo anti-Lewis Y y la solucién acuosa es de aproximadamente citrato Na 10
mM, pH 5,5 y aproximadamente NaCl 75 mM. En un tercer ejemplo de la divulgacion, la proteina es un anticuerpo
anti-5T4 y la solucién acuosa es de aproximadamente acetato Na 10 mM, pH aproximadamente 5,5.

La estabilidad de la formulacion puede determinarse, p. €j., examinando al menos uno entre el porcentaje de
especies de alto peso molecular, el porcentaje de especies de bajo peso molecular, o el porcentaje de especies
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acidas, p. €j., en comparacion con un control.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento de almacenamiento de una proteina. El procedimiento
incluye proporcionar una formulacion como se ha descrito supra, colocar la formulacién a una temperatura
seleccionada, y mantener la formulaciéon a la temperatura (p. ej., congelada), de manera tal que la proteina en la
formulacién es estable durante al menos una semana, p. €j., durante al menos un mes, tres meses, un afio, cinco
afios, siete afos, o diez afios. En algunos casos, la proteina se almacena y es estable a una temperatura de
aproximadamente 2°C a 8°C. En ciertas realizaciones, la proteina se almacena a una temperatura de
aproximadamente -80 °C y la proteina es estable durante al menos cinco afios, siete afios, o diez afios. Cuando se
congela la proteina, el procedimiento puede incluir una etapa en la que la proteina se descongela rapidamente.
Cuando la proteina se va a congelar, p. €j., para su almacenamiento, la proteina se puede congelar utilizando
congelacion rapida. En algunos casos, se utiliza la congelacion lenta. La proteina puede ser un anticuerpo (un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal). En un ejemplo, la proteina es un anticuerpo anti-CD22
humanizado, un anticuerpo anti-Lewis Y, o un anticuerpo anti-5T4. En ciertas realizaciones, el anticuerpo es una
sustancia intermedia. En general, la proteina esta presente en una concentracion de al menos 1 mg/ml, al menos 10
mg/ml, al menos 15 mg/ml, al menos 20 mg/ml, o al menos 30 mg/ml. Después de la recuperacion del
almacenamiento, la proteina puede tener, p. €j., al menos el 70 % de la actividad de una referencia. En algunos
casos, después de la recuperacion del almacenamiento, la formulaciéon contiene menos o igual al 5 % de productos
de alto peso molecular en comparacién con un control o después de la recuperacién del almacenamiento, la
formulacion contiene menos o igual al 10 % de productos de alto peso molecular y agregados, p. €j., en comparacion
con un control. En algunas realizaciones, la formulacion contiene menos o igual al 10 % de productos de alto peso
molecular, p. ej., menos o igual al 5 % de productos de alto peso molecular.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento de determinacion de una formulacion favorable para el
almacenamiento de una proteina aislada seleccionada. El procedimiento incluye proporcionar una proteina aislada
seleccionada, almacenar la proteina aislada seleccionada en una serie de formulaciones que comprenden una
solucién acuosa comprendida entre pH 4,0 y pH 8,0 y que comprende entre aproximadamente 0 mM a
aproximadamente 150 mM de tampoén, determinar al menos un parametro de estabilidad, e identificar una
formulacion en la que la proteina es estable, de manera tal que una formulacién en la que la proteina es estable es
una formulacion favorable para el almacenamiento de la proteina aislada seleccionada. En algunas realizaciones del
procedimiento, una disminucién en la estabilidad esta indicada por al menos uno entre un aumento en la cantidad de
proteina de alto peso molecular en la muestra, p. €j., en comparacion con un control, un aumento en la cantidad de
especies de bajo peso molecular en la muestra, p. €j., en comparacién con un control, o un aumento en el porcentaje
de especies acidas en comparacién con un control. En algunos casos, se selecciond una condicion en la que no mas
del 0,5 %, 0,2 %, o 0,1 % de la proteina es una especie de alto peso molecular. El parametro de estabilidad puede
ser la actividad examinada por el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y en una formulaciéon
estable, la actividad es al menos el 50 % de un control o es al menos el 80 % de un control. En un ejemplo del
procedimiento, el parametro de estabilidad es la presencia de especies de alto peso molecular y una formulacion
estable contiene no mas del 5 % de especies de alto peso molecular. En otro ejemplo, el parametro de la estabilidad
es la presencia de especies de alto peso molecular y agregados proteicos, y una formulacién estable incluye no mas
del 10 % de especies de alto peso molecular y agregados proteicos o no mas del 15 % de especies de alto peso
molecular y agregados proteicos combinados. En algunos casos, el porcentaje de especies de alto peso molecular
se compara con la cantidad presente en una muestra de control (p. ej., una muestra antes del almacenamiento). En
otra realizacion del procedimiento, el parametro de estabilidad es la relacion de proteinas acidas y basicas, y la
relacion en una formulacién estable es no mas del 15 % diferente de un control.

La divulgacion también se refiere a un polipéptido (una proteina o un péptido) producido por un procedimiento que
incluye el almacenamiento del polipéptido en una formulacion que incluye una solucion acuosa que tiene un pH de
4,0 a pH 8,0, de manera tal que la formulacién no contiene crioprotector del tensioactivo, y la proteina es estable
durante al menos tres semanas a -80 °C a 8 °C. En algunas realizaciones, el polipéptido es un anticuerpo o un
fragmento del mismo (p. e€j., un anti-CD22, anti-Lewis Y, o un anti-5T4). El anticuerpo o fragmento del mismo puede
conjugarse con una molécula o puede utilizarse para la conjugacion con una molécula, por ejemplo, conjugacion con
una toxina, tal como ricina o caliqueamicina.

En algunas realizaciones, la divulgacion se refiere a un polipéptido (una proteina o un péptido) para su uso en la
fabricaciéon de una proteina modificada, de manera tal que el polipéptido se almacena en una formulacién que
incluye una solucion acuosa que tiene un pH de 4,0 a pH 8,0, la formulacién no contiene crioprotector del
surfactante, y la proteina es estable durante al menos tres semanas a -80°C a 8°C. En algunos casos, el
polipéptido es un anticuerpo, p. €j., un anti-CD22, un anti-Lewis y, o un anti-5T4. El polipéptido puede utilizarse para
fabricar una proteina conjugada, p. €j., para la conjugacion con una toxina, tal como ricina o caliqueamicina. Tales
proteinas conjugadas también se pueden almacenar en una formulacion descrita en la presente memoria.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el cominmente entendido por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Aunque los procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria
pueden utilizarse en la practica o ensayo de la presente invencién, se describen a continuacion procedimientos y
materiales adecuados.
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Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada, los dibujos,
y a partir de las reivindicaciones.

Descripcién de los dibujos
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La Fig. 1A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por cromatografia de exclusién por
tamafios-cromatografia liquida de alto rendimiento (CET-HPLC) de 1 mg/ml de anti-Lewis Y a diversas
temperaturas y diversos pHs. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de alto peso molecular
(APM).

La Fig. 1B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y a diversas temperaturas y diversos pHs. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de
bajo peso molecular (BPM).

La Fig. 2 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y a diversas temperaturas y diversos pHs. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies
acidas.

La Fig. 3 es una representacion de un SDS-PAGE de muestras de anti-Lewis Y almacenadas a 40 °C durante
cuatro semanas a varios pH. La imagen de la izquierda es de un analisis en gel en condiciones no reductoras y la
imagen de la derecha es de un analisis en gel en condiciones reductoras.

La Fig. 4 es una representacion de un isoelectroenfoque (IEE) en gel de muestras como se describe para la Fig.
3.

La Fig. 5 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 0,5 mg/ml de anti-
CD22 incubados durante dos semanas a diversas temperaturas y diversos pHs. Los resultados se expresan
como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 6 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 25 mg/ml de anti-
CD22 incubados durante dos semanas a diversas temperaturas y diversos pHs, en presencia o ausencia de
NaCl 75 mM. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 7A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y incubados durante cuatro semanas a diversos pHs a 40 °C, en varios tampones, y en presencia o
ausencia de NaCl 75 mM. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 7B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y incubados durante cuatro semanas a diversos pHs a 40 °C, en varios tampones, y en presencia o
ausencia de NaCl 75 mM. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de BPM.

La Fig. 8 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y incubados durante cuatro semanas a diversos pHs a 40 °C, en varios tampones, y en presencia o
ausencia de NaCl 75 mM. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies acidas.

La Fig. 9A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de 30 mg/ml de anti-
Lewis Y incubados durante cuatro semanas en citrato Na 10 mM, pH 5,5 a varias temperaturas y varias
concentraciones de NaCl. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies acidas.

La Fig. 9B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de las muestras
descritas para 9A. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 9C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de las muestras
descritas para 9A. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de BPM.

La Fig. 10 es un grafico de barras que representa los resultados de CET-HPLC de anti-Lewis Y a 1 mg/ml o 30
mg/ml en diferentes concentraciones de sal y se someten a sacudida. Los resultados se expresan como el
porcentaje de recuperacion de monémeros.

La Fig. 11A es un grafico de barras que representa los resultados de CET-HPLC de anti-Lewis Y a 1 mg/ml en
citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de NaCl 150 mM siguiendo diez ciclos de congelacion-
descongelacién como se indica en la Fig. 11B. Los resultados se expresan como el porcentaje de recuperacion
de monémeros.

La Fig. 11B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a
30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de NaCl 150 mM siguiendo diez ciclos de
congelacion-descongelacion como se ha indicado. Los resultados se expresan como el porcentaje de
recuperacion de monémeros.

La Fig. 12 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 25 mg/ml de anti-
CD22 en succinato 50 mM, pH 6,0, incubados durante un mes a varias temperaturas en presencia o ausencia de
NaCl 75 mM.

La Fig. 13 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 15 mg/ml de anti-
CD22 en succinato 20 mM, pH 6,0, succinato mas NaCl 75 mM, succinato mas polisorbato 80 al 0,01 %, o
succinato mas NaCl 75 mM vy polisorbato 80 (Tween). Las muestras se agitaron durante 24 horas antes del
analisis. Se incluye un control sin sacudir de la proteina en tampdn succinato. Los resultados se expresan como
el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 14A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a 1
mg/ml o 30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 incubados en presencia o ausencia de NaCl 75 mM durante
cuatro semanas a 40 °C. Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 14B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a 1
mg/ml o 30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 incubados en presencia o ausencia de NaCl 75 mM durante
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cuatro semanas a 40 °C. Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje de especies de BPM.

La Fig. 14C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de anti-Lewis Y a 1
mg/ml o 30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 incubados en presencia o ausencia de NaCl 75 mM durante
cuatro semanas a 40 °C. Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje de especies acidas.

La Fig. 15A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a
30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM incubados a varias temperaturas durante varios momentos.
Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 15B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a
30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM incubados a varias temperaturas durante varios momentos.
Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de BPM.

La Fig. 15C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de anti-Lewis Y a
30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM incubados a varias temperaturas durante varios momentos.
Los resultados se expresan como el porcentaje de especies acidas.

La Fig. 16A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-CD22 a 1
mg/ml en succinato 20 mM, pH 6,0 y se tratan en varios regimenes de congelacién-descongelacion para varios
ciclos. CR es congelacion rapida, DR es descongelacion rapida, CL es congelacion lenta, y DL es
descongelacion lenta. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 16B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-CD22 a 25
mg/ml en succinato 20 mM, pH 6,0 y se tratan en varios regimenes de congelacién-descongelacion para varios
ciclos. CR es congelacion rapida, DR es descongelacion rapida, CL es congelacion lenta, y DL es
descongelacion lenta. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 16C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-CD22 a 1
mg/ml en succinato 20 mM, pH 6,0 que contiene polisorbato 80 y se tratan en varios regimenes de congelacion-
descongelacioén para varios ciclos. CR es congelacion rapida, DR es descongelacion rapida, CL es congelacion
lenta, y DL es descongelacion lenta. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 16D es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-CD22 a 25
mg/ml en succinato 20 mM, pH 6,0 que contiene polisorbato 80 y se tratan en varios regimenes de congelacion-
descongelacioén para varios ciclos. CR es congelacion rapida, DR es descongelacion rapida, CL es congelacion
lenta, y DL es descongelacion lenta. Los resultados se expresan como el porcentaje de especies de APM.

La Fig. 17A es un grafico de barras que representa los resultados de estudios de sacudida, analizados utilizando
CET-HPLC, en el que se agitaron 1 mg/ml o 30 mg/ml de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia
0 ausencia de polisorbato 80 a 360 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente. Los resultados se expresan
como el porcentaje de recuperacion de monémeros.

La Fig. 17B es un grafico de barras que representa los resultados de estudios de sacudida, analizados utilizando
CET-HPLC, en el que se agitaron 30 mg/ml de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en varias
concentraciones de polisorbato 80 a 360 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente. Los resultados se
expresan como el porcentaje de recuperacion de monémeros.

La Fig. 18A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a 1
mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de polisorbato 80 al 0,01 % siguiendo diez ciclos de
congelacion-descongelacion como se indica en la Fig. 18B. Los resultados se expresan como el porcentaje de
recuperacion de monémeros.

La Fig. 18B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de anti-Lewis Y a
30 mg/ml en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de polisorbato 80 al 0,01 % siguiendo diez ciclos
de congelacion-descongelacion como se ha indicado. Los resultados se expresan como el porcentaje de
recuperacion de monémeros.

La Fig. 19A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 30 mg/ml de
anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM en presencia o ausencia de polisorbato 80 después de
la incubacion a diversas temperaturas y durante diversos momentos. Los resultados se expresan como el
porcentaje de especies de APM.

La Fig. 19B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 30 mg/ml de
anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM en presencia o ausencia de polisorbato 80 después de
la incubacion a diversas temperaturas y durante diversos momentos. Los resultados se expresan como el
porcentaje de especies de BPM.

La Fig. 19C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de 30 mg/ml de
anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, NaCl 75 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de polisorbato 80 después de la
incubacion a diversas temperaturas y durante diversos momentos. Los resultados se expresan como el
porcentaje de especies acidas.

La Fig. 20A es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de la estabilidad de
almacenamiento de anti-CD22 durante seis meses. Las soluciones contienen succinato 20 mM, pH 6,0 (S);
succinato 20 mM, metionina 10 mM, pH 6,0 (SM); succinato 20 mM, polisorbato 80 al 0,01, pH 6,0 (ST); o
succinato 20 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 al 0,01, pH 6,0 (SMT). Los resultados se expresan como el
porcentaje de especies de APM.

La Fig. 20B es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de la estabilidad de
almacenamiento de anti-CD22 durante seis meses. Las soluciones contienen succinato 20 mM, pH 6,0 (S);
succinato 20 mM, metionina 10 mM, pH 6,0 (SM); succinato 20 mM, polisorbato 80 al 0,01, pH 6,0 (ST); o
succinato 20 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 al 0,01, pH 6,0 (SMT). Los resultados se expresan como el
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porcentaje del area del pico total.

La Fig. 20C es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CIC-HPLC de estabilidad de
almacenamiento de anti-CD22. Las condiciones son como se describen en la Fig. 20A y 20B. Los resultados se
expresan como el porcentaje de las especies completamente activas (% de pico 5).

La Fig. 21 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC de los productos de
alto peso molecular (APM) de anti-5T4 almacenados a diferentes pHs y temperaturas durante dos semanas. Los
resultados se expresan como el porcentaje medio de los productos de alto peso molecular.

La Fig. 22 es un grafico de barras que representa los resultados del analisis por CET-HPLC del porcentaje de
productos de alto peso molecular (APM) o productos de bajo peso molecular (BPM) en muestras de anti-5T4
inicialmente o después de cuatro semanas a 40 °C en tampdn acetato (Ace), tampodn citrato (Cit), tampon fosfato
(Fos), o tampon succinato (Suc), con o sin sal (NaCl), a varios pHs.

La Fig. 23A es un termograma que muestra los resultados de calorimetria diferencial de barrido (CDB) de anti-
5T4 en tampon citrato (pH 5,5).

La Fig. 23B es un termograma que muestra los resultados de calorimetria diferencial de barrido (CDB) de anti-
5T4 en tampdn succinato (pH 6,0).

La Fig. 24A es un grafico de barras que representa los resultados de CDB de anti-5T4 en diversas formulaciones,
sin NaCl, y a diversos pHs.

La Fig. 24B es un grafico de barras que representa los resultados de CDB de anti-5T4 en diversas formulaciones
que contienen NaCl 150 mM a diversos pH.

La Fig. 25 es un grafico de barras que representa los resultados de CIC-HPLC de anti-5T4 en formulaciones que
contienen diversos tampones, con o sin NaCl 150 mM, a diversos pHs después de cuatro semanas a 40 °C.

La Fig. 26A es un grafico de barras que representa los resultados de CET-HPLC de anti-5T4 (2 mg/ml) en
diversos tampones a diversos pHs después de seis semanas a -80 °C 0 40 °C.

La Fig. 26B es un grafico de barras que representa los resultados de CET-HPLC de anti-5T4 (30 mg/ml) en
tampdn citrato o succinato a pH 6 después de seis semanas a -80 °C o 40 °C.

La Fig. 27A es un grafico de barras que representa los resultados de CIC-HPLC de anti-5T4 (2 mg/ml) en
diversas formulaciones de tampones a diversos pHs después de seis semanas a 40 °C.

La Fig. 27B es un grafico de barras que representa los resultados de CIC-HPLC de anti-5T4 (30 mg/ml) en un
tampodn succinato o citrato a pH 6 después de seis semanas a 40 °C.

La Fig. 28 es una reproduccion de un conjunto de electroferogramas superpuestos que representan los
resultados de la electroforesis capilar en geles de SDS de anti-5T4 en diversas formulaciones de tampon a
diversos pHs después de seis semanas a 40 °C.

La Fig. 29A es un grafico de barras que representa el valor Asoo de anti-5T4 a 1 mg/ml en formulaciones que
contienen diversos tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin sacarosa en diferentes
regimenes de congelacion y descongelacion. CR es congelacion rapida, CL es congelacion lenta, DR es
descongelacion rapida, y DL es descongelacion lenta.

La Fig. 29B es un grafico de barras que representa el porcentaje de especies de alto peso molecular (APM) de
anti-5T4 a 1 mg/ml en formulaciones que contienen diversos tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80),
y con o sin sacarosa en diferentes regimenes de congelacion y descongelacion. CR es congelacion rapida, CL es
congelacion lenta, DR es descongelacion rapida, y DL es descongelacion lenta.

La Fig. 30A es un grafico de barras que representa el valor Asq de anti-5T4 a 25 mg/ml en formulaciones que
contienen diversos tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin sacarosa en diferentes
regimenes de congelacion y descongelacion. CR es congelacion rapida, CL es congelacion lenta, DR es
descongelacion rapida, y DL es descongelacion lenta.

La Fig. 30B es un grafico de barras que representa el porcentaje de especies de alto peso molecular (APM) de
anti-5T4 a 25 mg/ml en formulaciones que contienen diversos tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80
(P80), y con o sin sacarosa en diferentes regimenes de congelacion y descongelacion. CR es congelacion
rapida, CL es congelacion lenta, DR es descongelacion rapida, y DL es descongelacion lenta.

La Fig. 31A es un grafico de barras que representa el valor Asgo de anti-5T4 a 1 mg/ml o 25 mg/ml en varias
formulaciones con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin sacarosa. Las muestras se sacudieron o no se
sacudieron. "*" indica que la turbidez excede el limite superior del instrumento.

La Fig. 31B es un grafico de barras que representa el porcentaje de especies de alto peso molecular (APM) de
anti-5T4 a 1 mg/ml o 25 mg/ml en varias formulaciones con o sin polisorbato (P80) y con o sin sacarosa. Las
muestras se sacudieron o no se sacudieron.

Descripcion detallada

Se proporciona una formulacion relativamente simple para el almacenamiento de una proteina, tal como un
anticuerpo monoclonal, un farmaco que contiene un anticuerpo monoclonal, o una sustancia intermedia en la
produccién de un producto proteico, tal como un farmaco que contiene un anticuerpo. La formulacién contiene
generalmente concentraciones con una cantidad escasa a nula de tensioactivo, concentraciones con una cantidad
nula o relativamente baja en sal, y requiere una concentracién de tampoén relativamente baja. La formulacion es
eficaz para el almacenamiento estable de ciertas proteinas, tales como anticuerpos, a través de un intervalo
relativamente amplio de concentraciones proteicas, pH, y tipos de tampdn. Dichas formulaciones proporcionan una
gran flexibilidad para su posterior procesamiento, p. €j., haciendo que la proteina se ajuste con facilidad a un pH
deseado, adicién excipiente, modificacién quimica, o liofilizacion. Las formulaciones también se pueden utilizar para
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el almacenamiento de péptidos y proteinas procesadas, p. €j., proteinas, tales como anticuerpos que se conjugan
con otro péptido o fragmentos no peptidicos.

También se proporcionan ejemplos especificos no limitativos que ilustran procedimientos de identificacion de una
formulacién favorable para el almacenamiento de tres anticuerpos diferentes, un anti-CD22, un anti-Lewis Y, y un
anti-5T4, que se pueden utilizar, p. ej., como sustancias intermedias para la fabricacion de farmacos elaborados por
la conjugacion de los anticuerpos con un compuesto, tal como una citotoxina. Una sustancia intermedia es una
sustancia, generalmente una proteina (p. ej., un anticuerpo) que se utiliza en la fabricacion de un compuesto, tal
como un farmaco.

Formulaciones

Las formulaciones descritas en la presente memoria incluyen generalmente una proteina aislada en una solucion
acuosa de un pH aproximadamente 3,0 a 9,0, p. €j., un pH de aproximadamente 4,0-8,0, un pH de aproximadamente
5,0-6,5, o un pH de aproximadamente 5,5-6,0. Las formulaciones no contienen crioprotectores o tensioactivos. En
general, las formulaciones no contienen conservantes.

Una formulaciéon que se describe en la presente memoria no contiene crioprotector alguno. Los crioprotectores se
conocen por los expertos en la materia, e incluyen, por ejemplo, monosacaridos (p. €j., glucosa, fructosa, maltosa,
ribosa, manosa, y xilosa); disacaridos (p. €j., trehalosa, sacarosa, celobiosa y lactosa); trisacaridos (p. €j., rafinosa);
alcoholes de azucar (p. €j., manitol, sorbitol, mio-inositol, inositoles fosforilados, y glicerol); polisacaridos (p. €j.,
almidon de hidroxietilo (AHE), dextrano, dextrano fosforilado, heparina, sulfato de heparina, acido hialurénico, sulfato
de dermatano, sulfato de condroitina, y agarosa); acidos carboxilicos (p. e€j., piruvato y 2,3,-difosfoglicerato); y
proteinas o mezclas de proteinas utilizadas para un efecto protector (p. €j., sangre, suero animal, plasma, albumina
humana, albumina bovina, gelatina bovina y gelatina de pescado).

Las nuevas formulaciones no contienen tensioactivo (un reactivo que puede reducir la tension superficial del agua
cuando se utiliza en concentraciones muy bajas). Los surfactantes se conocen en la materia e incluyen, p. €j.,
polisorbato 80, polisorbato 20, y tensioactivos Pluronic®.

En general, las nuevas formulaciones no contienen conservantes. Los conservantes se conocen por los expertos en
la materia e incluyen agentes antibacterianos y antifingicos, tales como, por ejemplo, azida de sodio, compuestos
que contienen mercurio, tales como timerosal, xilenoles, antibiéticos, isotiazolonas, y anfotericina.

Tampones

Las formulaciones pueden estar en un tampon, lo que significa un agente que mantiene el pH de una solucién en un
intervalo aceptable. Un tampo6n puede incluir, por ejemplo, citrato, acetato, histidina, gluconato, succinato, fosfato,
Tris (tris (hidroximetilaminometano)), dietanolamina, HEPES u otros tampones acidos organicos. Otros tampones
adecuados para su uso con una proteina se conocen por los expertos en la materia. Ciertas formulaciones excluyen
el uso de tampones amina. En formulaciones que contienen un tampén, el tampon esta presente generalmente en
una concentracion que oscila desde mas de 0 mM a 150 mM. En algunos casos, la concentracion del tampdn es de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM.
Por ejemplo, la concentracion de tampdn puede ser de aproximadamente 10 mM a 20 mM. En algunos casos, puede
utilizarse una combinacion de tampones, por ejemplo, tampones HEPES y Tris pueden utilizarse en combinacion.

Otras consideraciones pueden aplicarse a la selecciéon de un tampdn. Por ejemplo, tampones amina, tales como
tampones Tris o histidina no son adecuados para ciertos procedimientos de conjugacion y por lo tanto no son
adecuados para una formulacién que contiene una proteina que se va a utilizar en un procedimiento de conjugacion
de este tipo.

En general, la concentracion de sal utilizada en una formulacién se expresa como sal afiadida y no tienen en cuenta,
p. €j., sodio aportado por tampdn o sal que estaba presente en la muestra proteica antes de su dilucién en la
formulacion.

Las formulaciones pueden prepararse utilizando procedimientos conocidos en la materia. Por ejemplo, la didlisis
puede utilizarse para introducir un tampo6n de pH deseado y, opcionalmente, una sal a una formulaciéon que contiene
la proteina de interés. Generalmente, se proporciona una muestra inicial que contiene una proteina de interés
aislada. En algunos casos, tales como cuando la muestra inicial esta a una concentracion alta de proteinas antes de
su dilucién en la formulacién, no es necesario tener en cuenta el pH o la cantidad de sal de la muestra inicial. Al
preparar una formulacion utilizando una muestra inicial que contiene concentraciones muy altas de sal o altas
concentraciones de tampodn, se utiliza un procedimiento para preparar la proteina generalmente para eliminar o
reducir los componentes no proteicos de la muestra inicial (p. €j., dialisis).
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Estabilidad

Es una caracteristica de las formulaciones descritas en la presente memoria que el componente proteico (p. €j.,
anticuerpo) de la formulacion sea estable durante al menos un periodo de tiempo especificado que no sea menos de
tres semanas cuando la formulacion se almacene a una temperatura de -80 °C a 8 °C. En general, un componente
proteico en una formulacion es estable durante al menos un afio a 5 °C. La estabilidad se refiere generalmente a la
estabilidad conformacional de una proteina y/o la estabilidad de la actividad. Con respecto a una formulacion, una
proteina es estable si cumple con al menos uno de los parametros para la estabilidad que se proporcionan en la
presente memoria. En general, es deseable minimizar la formaciéon de especies de alto peso molecular que se
acumulan durante el almacenamiento de una proteina. De este modo, un parametro para la estabilidad es que el
aumento, si lo hubiere, en la cantidad de especies de alto peso molecular en una formulacion sometida a
almacenamiento es menor que en un control. Por ejemplo, el porcentaje de especies de alto peso molecular en una
muestra después de un almacenamiento en una formulacién no aumenta significativamente en comparacién con un
control. En general, un control es una réplica de la formulaciéon que no se ha sometido a almacenamiento en las
condiciones experimentales (p. ej., durante tres semanas a -80° a 8 °C). En algunos casos, el porcentaje del
componente proteico de una formulacién en especies de alto peso molecular después del almacenamiento es de
10 % o menos de la proteina total, 5 % o menos de la proteina total, es 3 % o menos de la proteina total, o es 2 % o
menos de la proteina total. Los procedimientos de analisis de especies de alto peso molecular se conocen en la
técnica e incluyen SEC-HPLC, SDS-PAGE, electroforesis capilar, y cromatografia de exclusiéon por tamanios.

Otro parametro que puede analizarse es el aumento, si lo hubiere, en la cantidad de especies de bajo peso
molecular en una formulacion sometida a almacenamiento. En general, es deseable minimizar la acumulacion de
especies de bajo peso molecular durante el almacenamiento. Por ejemplo, el porcentaje de especies de bajo peso
molecular en una muestra después de un almacenamiento de una formulacién no aumenta significativamente en
comparacion con un control. En algunos casos, el porcentaje del componente proteico de una formulacion en
especies de alto peso molecular después del almacenamiento es de 10 % o menos de la proteina total, 5 % o menos
de la proteina total, es 3 % o menos de la proteina total, 0 es 2 % o menos de la proteina total. Las especies de bajo
peso molecular se pueden analizar utilizando procedimientos conocidos en la materia, p. ej., SEC-HPLC.

La relacion de especies acidas y basicas en una formulacion después del almacenamiento en diversas condiciones
puede compararse a la relacion en un control. En general, se determina el porcentaje de especies acidas, indicativo
de desamidacion. Un aumento en el porcentaje de especies acidas es indicativo de estabilidad disminuida. Por
ejemplo, una formulacion estable no muestra generalmente un aumento superior al 10 % en el porcentaje de
especies acidas en comparacion con un control en una condicién seleccionada. Los procedimientos para determinar
el porcentaje de especies acidas en una muestra se conocen en la materia, p. €j., CIC-HPLC. En algunos casos, la
presencia de especies basicas se analiza utilizando procedimientos conocidos en la materia. Un cambio en el
porcentaje o tipo de especies basicas presentes en una proteina almacenada en una formulacion es indicativo del
grado de estabilidad de las especies proteicas en la formulacion.

Otro parametro para la estabilidad puede ser un aumento de los agregados y las especies de APM, si los hubiere,
que es menor o igual al 10 % de la cantidad de agregados y especies de alto peso molecular en un control. Los
agregados son generalmente aquellos materiales en una muestra que no entran en un gel, columna, u otro medio de
separacion que puede utilizarse para separar los componentes proteicos de una formulacién. Los procedimientos
para determinar las especies de alto peso molecular ademas de los agregados en una formulaciéon se conocen en la
materia e incluyen electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia de exclusién por tamafios, electroforesis
capilar, y dispersion de luz.

La potencia o actividad de una proteina puede determinarse y utilizarse como un parametro para establecer la
estabilidad de una formulacién. En el caso de un anticuerpo, puede utilizarse un inmunoensayo (p. €j., un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)). Cuando se utiliza un inmunoensayo u otro ensayo de actividad, un
anticuerpo en una formulacion es estable si retiene al menos el 50 % de su actividad en el inmunoensayo en
comparacion con la actividad de un control. En algunos casos, la formulacion es estable si la proteina retiene al
menos el 20 % de su actividad.

Otros parametros de estabilidad también pueden medirse y utilizarse para evaluar una formulacién. Por ejemplo, se
puede analizar la estabilidad de una proteina en una formulacion después de la agitacion (sacudida). Esto puede ser
un parametro importante ya que es deseable que las muestras se mantengan estables durante el transporte. La
estabilidad de una formulacion con respecto a la agitacion se analiza sometiendo generalmente la muestra a
sacudidas (p. €j., 360 rpm) durante un periodo de tiempo (p. €j., 12 horas, 24 horas, 48 horas, o mas), determinando
entonces si se produce un aumento en los productos indicativos de inestabilidad (p. €j., especies de alto peso
molecular, especies de bajo peso molecular, o especies acidas) con relacion a un control.

Otros procedimientos conocidos en la materia pueden utilizarse para evaluar la estabilidad de una proteina en una
formulaciéon. Ejemplos de tales procedimientos incluyen dicroismo circular, que proporciona tanto informacion
estructural secundaria como terciaria, espectroscopia de fluorescencia (p. €j., en presencia de Bis-ANS, que se une
a parches hidréfobos como una indicacion de despliegue), calorimetria diferencial de barrido (CDB, que supervisa el
despliegue térmico general), y ultrafiltracion/diafiltracion.
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Se puede utilizar mas de un parametro para evaluar la estabilidad de una proteina.

Temperatura

Es una ventaja de ciertas formulaciones descritas en la presente memoria que proporcionen un procedimiento de
almacenamiento de una proteina en una solucién minima, tal que la proteina no muestra degradacién o agregacion
significativa en el tiempo y en un intervalo de temperaturas. En general, una proteina o péptido en la formulacién es
estable durante al menos tres dias (p. ej., dos semanas o cuatro semanas) a temperaturas que oscilan desde
aproximadamente -80 °C a aproximadamente 40°°C o desde aproximadamente -80 °C a aproximadamente 8 °C (p.
ej., a aproximadamente 5 °C). En algunos casos, es deseable que una formulacién sea estable durante largos
periodos de tiempo, p. ej., durante al menos 2 meses, tres meses, seis meses, nueve meses, un afo, tres afos,
cinco afos, siete anos, o diez anos.

Ademas, una proteina incluida en una formulacion puede mostrar estabilidad significativa sobre ciclos de
congelacion-descongelacion repetidos, y después de tal tratamiento puede permanecer estable después de ser
descongelada. En general, una formulaciéon a congelar es congelada rapidamente, por ejemplo, congelada en
nitrégeno liquido. La descongelacion puede encontrarse en un intervalo de temperaturas, p. ej., de
aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, que es una descongelacion lenta; o de aproximadamente 26 °C a
40 °C, que es una descongelacion rapida. Un ejemplo de descongelacion rapida es descongelar la formulacién en un
bafio de agua a 37 °C. Una proteina en una formulacién puede ser estable durante al menos un ciclo de
congelacion-descongelacion, al menos cinco ciclos de congelacién-descongelacion, o al menos diez ciclos de
congelacion-descongelacion.

Puede ser deseable determinar un régimen éptimo para congelar-descongelar una formulacion para conservar la
estabilidad, o puede ser deseable identificar una formulacidon que proporciona la mayor estabilidad para una proteina
que se sometera a un ciclo de congelacion-descongelacion particular. Por consiguiente, en algunas realizaciones, se
evalla este parametro. Por ejemplo, una formulacion de ensayo puede analizarse para la estabilidad en una
variedad de condiciones de congelacion-descongelacion, tales como congelacién rapida, congelacion lenta,
descongelacion rapida, descongelacion lenta en diversas combinaciones para determinar el procedimiento que
produce los productos de menor degradacion (p. €j., que tiene la mayor estabilidad).

Polipéptidos

Los polipéptidos utilizados en las formulaciones descritas en la presente memoria son proteinas generalmente
aisladas. Una proteina "aislada" esta esencialmente libre de material celular u otras proteinas contaminantes de la
fuente celular o tisular de la que deriva la proteina, o esencialmente libre de precursores quimicos u otros productos
quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La expresion "esencialmente libre" significa una preparacion de
proteina aislada que tiene menos de aproximadamente 30 %, 20 %, 10 % o 5 % (en peso seco), de otras proteinas
(también denominada en la presente memoria como una "proteina contaminante"), o de precursores quimicos.
Cuando la proteina aislada se produce por recombinacién, también es generalmente esencialmente libre de medio
de cultivo, es decir, un medio de cultivo representa menos de aproximadamente 20 %, menos de aproximadamente
10 %, o menos de aproximadamente 5 % del volumen de la preparacién proteica.

En algunos casos, las combinaciones de proteinas se utilizan en una formulacién. Por ejemplo, dos anticuerpos
diferentes que se van a preparar como un medicamento pueden almacenarse juntos en la misma formulacion. Un
anticuerpo también se puede utilizar con una formulacidon en combinacién con otros tipos o proteinas o péptidos,
incluyendo péptidos toxicos. Los péptidos o fragmentos proteicos pueden utilizarse con las formulaciones, p. €j., se
puede utilizar un fragmento de anticuerpo, tal como un fragmento Fab.

En general, "proteina" se refiere a una proteina de longitud completa o un fragmento de la misma. Una proteina
puede corresponder a una proteina de origen natural o fragmento de la misma, o una proteina modificada por
ingenieria genética procedente de, p. €j., mutagénesis o técnicas recombinantes, o un fragmento de la misma. Una
proteina puede, en algunos casos incluir un resto no proteinico, tal como una molécula detectable (p. ej., una
molécula fluorescente o un radioisétopo), una toxina, un farmaco, o una molécula pequefa. Las proteinas pueden
contener, p. ej., aminoacidos de origen no natural. La proteina puede ser una proteina hibrida. La proteina puede
incluir mas de un tipo de proteina distinta como en un anticuerpo (p. €j., que contiene cadenas tanto pesadas como
ligeras) o una proteina de la insulina madura. Un ejemplo de un fragmento proteico que puede utilizarse incluye un
fragmento Fab o un fragmento Fc. En algunos casos, un péptido se utiliza con una formulaciéon, o, como se ha
descrito anteriormente, una combinaciéon de al menos una proteina y al menos un fragmento peptidico o proteico.
Las toxinas proteinicas también se pueden almacenar en las formulaciones, p. €j., solas, conjugadas con otra
proteina o péptido, o como una entidad distinta con otra proteina o péptido. En general, las formulaciones
proporcionadas en la presente memoria son Utiles para cualquier polipéptido (proteina o péptido) como se describe
en la presente memoria para las proteinas.

Un péptido es un compuesto que tiene dos o0 mas aminoacidos unidos covalentemente (p. €j., 5, 10, 15, 20, 30, o 50
aminoacidos). En general, una proteina es un polipéptido o multiples polipéptidos (p. €j., una molécula de anticuerpo
que contiene cadenas pesadas y ligeras, o porciones de los mismos) que son al menos 50 aminoacidos de longitud.
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Las formulaciones también se pueden utilizar para almacenar polipéptidos que se conjugan con un resto peptidico o
no peptidico. Ejemplos de tales restos incluyen, sin limitacion, una molécula fluorescente (por ejemplo, fluoresceina,
rodamina, proteina verde fluorescente (PVF), proteina roja fluorescente (PRF), Cy3, Cy3.5, Cy5, o Cy5.5), un resto
elemental (p. ej., particulas de oro), un farmaco, o una toxina. Los procedimientos de conjugacion de dichas
moléculas con un polipéptido se conocen en la materia. Los ejemplos de moléculas incluyen, sin limitacion, ricina
(Mansfield y col., 1997, Blood 90: 2020-2026; Ghetie y col., 1991, Cancer Res. 51:5876; Conry y col., 1995, J.
Immunother. Emphas. Tumor Immunol. 18:231-241), exotoxina A Pseudomonas (EP) (Smith, 2001, Seattle Genetics
Curr. Opin. Investig. Drugs 2(9):1314-1319; Mansfield y col, 1996, Bioconjug. Chem. 7:557), taxano (es decir,
paclitaxel) (Guillemard y col., 2001, Cancer Res. 61: 694-699), doxorrubicina (Shouval y col., 1988, Proc. Nat. Acad.
Sci. EE. UU. 85:8276-8280; Takahashi y col., 1996, Anticancer Drugs 7(6):687-696; Shih y col., 1991, Cancer Res.
51(16):4192-4198; Shih y col., 1994, Cancer Immunol. Immunother. 38(2):92-98; Alexandru y col., 1999, Cancer
Res. 59:115-121; Trail y col., 1993, Science 261:212-215), antracenos (Dias y col., 2005, Bioconjugate Chem.
16:949-958), maitansinoide (Tassone y col., 2004, Cancer Res. 64:4629-4636; Tolcher y col., 2003, J. Clin. Oncol.
21(2):211-222), adriamicina (Hurwitz y col., 1983, Ann. N.Y. Acad. Sci. 417:125-36; Takahashi y col., 1988, Gan No
Rinsho 34:847-50; Deguchi y col., 1987, J. Urol. 137(2):353-358), radiois6topos (Karube y col., 1996, Nuclear Med.
Biol. 23:753-759; Mishra y col., 2004, J. Drug Target. 12(9-10):559-567; Lee y col., 2001, Cancer Res. 61:4474-
4482), metotrexato (Ryser y col., 1988 J. Cell Physiol. 135(2):277-284; Mandel y col., 1991, J. Cell Physiol.
149(1):60-65), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N',N",N"-tetraacético (DOTA), p. €j., conjugado con otro
resto, tal como itrio 90 (Lu y col., 2005, J. Pharm. Sci. 94(4):788-797), estreptavidina (Ngai y col., 1995, Nucl. Med.
Biol. 22(1), 77-86), productos conjugados con radiois6topos (p. €j., los que figuran en Biopharmaceutical Products in
the U.S. market, 4% edicion, Rader, ed., Biotechnology Information Institute, Rockville, MD, 2005), incluyendo
tecnecio (Tc) 99m, itrio, y radioconjugados In111.

En general, el componente proteico de una formulaciéon es una proteina que tiene un pl relativamente alto, por
ejemplo, un pl de al menos 6,0, 7,0, 8,0, u 8,5. La proteina puede tener mas de una cadena peptidica al igual que en
un anticuerpo. Cuando el componente proteico de una formulacidon es un anticuerpo, el anticuerpo puede ser
policlonal o monoclonal, o un fragmento del mismo (p. €j., un fragmento Fab). Una proteina puede estar presente en
una formulacion a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml,
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100
mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente
300 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 30 mg/ml, o aproximadamente 20
mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml. Los anticuerpos especificos utilizados en las formulaciones descritas en la
presente memoria son un anticuerpo anti-CD22 monoclonal humanizado, un anticuerpo anti-Lewis Y monoclonal, y
un anticuerpo anti-5T4.

Una proteina aislada utilizada en una formulacion es generalmente una proteina que tiene potencial como agente
terapéutico o potencial para formar parte de un agente terapéutico. Tales proteinas se denominan en la presente
memoria como una proteina terapéutica e incluyen anticuerpos.

Los ejemplos de proteinas especificas que se pueden utilizar como se describe en la presente memoria incluyen
anticuerpos, tales como anti-CD-22 (véase los documentos US20040082764A1 y US20040192900A1), anti-Lewis Y
(documento WO 05/019271A1), y anti-5T4 (véase el documento US n.° de serie 60/608494).

pH

Condiciones de pH favorables para una formulacién se comprenden entre aproximadamente un pH 4,0 a pH 8,0. En
general, el pH es de aproximadamente 5,5-6,0. A un pH de aproximadamente 5,5-6,0, una formulacién que contiene
un anticuerpo monoclonal puede almacenarse y retener la estabilidad durante al menos tres meses, p. €j., seis
meses, un afio, o dos afios a 0°C a aproximadamente 8 °C (generalmente a aproximadamente 1°C a
aproximadamente 5 °C), y para el almacenamiento a largo plazo (durante al menos tres afios, cinco afios, siete
afos, o diez afios), p. €j., a -80 °C.

Identificacion de las formulaciones favorables

En algunos procedimientos descritos en la presente memoria, se identifica una formulacion favorable para una
proteina de interés especifica. En estos procedimientos, una proteina aislada, p. ej., una proteina terapéutica, tal
como un anticuerpo, se identifica para almacenarse en una formulacién, tal como la descrita en la presente memoria.
La proteina puede ser un anticuerpo que se va a almacenar hasta que se pueda utilizar para el procesamiento
corriente abajo, tal como para la fabricacion de un anticuerpo conjugado con una citotoxina (p. €j., caliqueamicina)
para su uso como agente terapéutico. Otros ejemplos incluyen el almacenamiento de un anticuerpo que se va a
conjugar con un marcador detectable, tal como fluoresceina, rodamina, o la conjugacion con polietilenglicol seguido
por liofilizacién para un almacenamiento mayor del anticuerpo.

Para identificar una formulacién favorable para el almacenamiento de la proteina aislada, la proteina se suspende en
general en una serie de soluciones de ensayo a un pH que oscila de aproximadamente 4,0-8,0 (p. €j., pH 5,0-6,0) y
concentraciones de sal que oscilan de aproximadamente 0 mM-150 mM. Estas soluciones de ensayo se almacenan
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a diversas temperaturas durante un periodo de tiempo especificado o por varios momentos diferentes (p. €j., tres
dias, dos semanas o cuatro semanas). Las muestras se evallan a continuacién para al menos un parametro de
estabilidad, tal como especies de alto peso molecular, especies de bajo peso molecular, un cambio en el porcentaje
de especies acidas, o un cambio en la cantidad de agregados y especies de alto peso molecular. Las muestras en
las que el componente proteico de la formulacién es estable se seleccionan entonces como formulaciones
favorables para el almacenamiento de las especies. Evaluaciones adicionales pueden llevarse a cabo para evaluar
otros parametros de estabilidad, tales como la estabilidad después de ciclos de congelacidon-descongelacion o
después de la agitacion (sacudida). Los ejemplos proporcionados supra proporcionan una guia adicional para
procedimientos de identificacion de una formulacion favorable para el almacenamiento de una proteina aislada
especifica.

Procedimientos de almacenamiento de una proteina

Los procedimientos de almacenamiento de proteinas o péptidos (p. €j., anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, o
proteinas conjugadas con un péptido o resto no peptidico) se proporcionan en la presente memoria. Los
procedimientos son particularmente Gtiles para el almacenamiento de una proteina, tal como un anticuerpo hasta
que sean necesarios para la fabricacion adicional, p. €j., para la fabricacién de un farmaco conjugado con una
citotoxina o para la fabricacion de un reactivo marcado de forma detectable, o para el almacenamiento de una
proteina que se ha modificado, por ejemplo, por conjugacion con un péptido o resto no peptidico.

El almacenamiento de una proteina (p. €j., anticuerpo) como parte de una formulacion reivindicada proporciona una
mayor flexibilidad para el procesamiento corriente abajo en comparacién con formulaciones que contienen agentes
estabilizadores y/o crioprotectores.

Una formulacién también puede utilizarse para proporcionar, p. €j., una sustancia de farmaco de anticuerpo
monoclonal estable, o formulacién intermedia de sustancia de farmaco para un procesamiento adicional, tal como
por conjugacion con potentes agentes anti-cancer, liofilizacion, o formulacion liquida para administracion parental.
En general, el procedimiento incluye el almacenamiento de una proteina aislada seleccionada como parte de una
solucién acuosa que no incluye un tensioactivo, no incluye un crioconservante, y tiene una concentracion de tampén
relativamente baja (p. €j., aproximadamente 10 mM a aproximadamente 20 mM). En general, la concentracion de sal
de la formulacion es relativamente baja, generalmente menos de aproximadamente 100 mM, p. e€j,
aproximadamente 0 mM a aproximadamente 50 mM, aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 10 mM.

Ademas de las ventajas descritas supra y aquellas que resultan de las reivindicaciones, las proteinas almacenadas
que se describen en la presente memoria tienen una buena reproducibilidad entre las muestras (p. €j., muestras
proteicas a partir de una sola preparacion que se alicuota y las alicuotas se almacenaron utilizando una formulacion
descrita en la presente memoria). Ademas, las proteinas almacenadas como se describe en la presente memoria
son generalmente procesadas posteriormente de manera eficiente al almacenamiento, por ejemplo se conjugan mas
eficientemente que las proteinas almacenadas con crioprotectores y/o tensioactivos.

Ejemplos

La divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan solamente
con fines ilustrativos. No deben interpretarse como limitantes del ambito o contenido de la invencién de modo
alguno.

Ejemplo 1: pH
Anti-Lewis Y (ejemplo de referencia)

Para investigar el intervalo de pH en el que un anticuerpo es estable, las muestras de 1 mg/ml de anti-Lewis Y se
prepararon en un intervalo de pH de 4 a 8, especificamente a pH 4,0, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, y 8,0. En este Ejemplo y
los descritos a continuacién, las muestras se preparan generalmente en viales PFA de 5 ml de Teflon® (Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL), p. €j., con un volumen total de muestra de 2 ml. Las concentraciones proteicas se
determinaron utilizando absorbancia UV a 280 nm medida con un espectrofotdmetro Spectra Max® PLUS (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA) para analizar las muestras en placas de UV de 96 pocillos Costar® (Corning,
Corning, NY). La concentracion proteica se calculd utilizando el coeficiente de absorbancia especifica de 1,36
(mg/ml)'1 cm™'. Las muestras se prepararon por dialisis en tampones pH que contienen tampdn fosfato de potasio 10
mM del pH seleccionado. Cada muestra también contenia NaCl 75 mM. Las muestras preparadas se filtraron de
forma estéril y se colocaron en un congelador a -80 °C o en una camara de estabilidad mantenida a 5 °C o 40 °C.
Después de cuatro semanas, las muestras se analizaron para la presencia de especies de alto peso molecular y
especies de bajo peso molecular utilizando CET-HPLC (cromatografia de exclusion por tamafios-cromatografia
liquida de alta resolucion). El analisis por CET-HPLC se realizé utilizando TosoHaas (Montgomeryville, PA) BIOSEP
G3000SWx. como la columna de separacion utilizando procedimientos conocidos en la materia.

Las muestras congeladas se descongelaron en un bafio de agua a 37 °C antes de analisis.

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2637854 T3

El surgimiento de especies de alto peso molecular aumenta con el pH, pero las especies de alto peso molecular no
fueron un producto principal de degradacion como funcién del pH (Fig. 1A). El perfil de pH de las especies de bajo
peso molecular para las muestras almacenadas a 40 °C tenia forma de V, con el minimo de especies de bajo peso
molecular a pH 5,5 (Fig. 1B). Por lo tanto, el anticuerpo anti-Lewis Y era estable a un intervalo de temperatura de -
80 °C a 5 °C y durante un intervalo de pH de aproximadamente pH 4,0 a 8,0.

CIC-HPLC (cromatografia de intercambio catiénico-HPLC) se utilizd para evaluar aun mas la estabilidad de las
muestras. Estos analisis se realizaron empleando una columna Dionex ProPac WCX-10 (Sunnyvale, CA). Se
descubrié que la concentracién de especies acidas aumenté a un pH alto en las muestras almacenadas a 40 °C.
(Fig. 2). No obstante, para las muestras almacenadas a 5 °C y -80 °C, el anti-Lewis Y era estable en todo el intervalo
de pH, lo que confirma las conclusiones extraidas de los datos de CIC-HPLC.

Como otro procedimiento para evaluar la estabilidad, se utilizé SDS-PAGE para analizar mas a fondo las muestras
almacenadas a 40 °C utilizando geles al 4-20 % ejecutados en condiciones reducidas o no reducidas. En estos
experimentos, se demostrd que la menor cantidad de cambio en el peso molecular, y por lo tanto la mayor parte de
la estabilidad, era de esas muestras en el intervalo de pH de 5,0-6,0 (Fig. 3). Por lo tanto, las muestras (p. €j.,
anticuerpos) que se van a almacenar a 40 °C se mantienen mejor a un pH comprendido entre aproximadamente 5,0
y 6,0.

La electroforesis por isoelectroenfoque (IEE) se utilizé para evaluar aun mas las muestras almacenadas a 40 °C. La
electroforesis por IEE se utilizd para supervisar los cambios en pl de las muestras de anticuerpos debido a la
produccion de especies acidas como resultado de la degradacién de proteinas.

Acorde con los resultados del andlisis por SDS-PAGE de las muestras de anticuerpo, esas muestras en el intervalo
de pH de 5,0-5,5 mostraron la menor cantidad de cambio en la carga general de proteinas (Fig. 4).

Un aspecto importante de almacenamiento es la estabilidad del pH de una formulacién con el tiempo. Por lo tanto, el
pH de las muestras se analizé al inicio del experimento, después de dos semanas, y después de cuatro semanas de
almacenamiento en tres temperaturas. No habia desviacion alguna significativa del pH de partida en ninguna de las
muestras (Tabla 1).

Tabla 1: medicién del pH de las muestras de estabilidad por deteccién del pH de anti-Lewis Y

pH diana pH medido
Tiempo 0 2 semanas 4 semanas
-80°C | 5°C | 40°C | -80°C | 5°C | 40°C
4,00 4,01 | 4,01 4,02 | 4,02 | 4,05 4,07 | 4,03
5,00 5,01 | 5,02 5,01 | 5,02 | 5,07 5,06 | 5,02
5,50 5,51 | 5,52 5562 | 5,52 | 5,55 5,57 | 5,54
6,00 6,00 | 5,99 599 | 6,00 | 6,04 6,06 | 6,02
6,50 6,51 | 6,51 6,51 | 6,50 | 6,55 6,56 | 6,53
7,00 7,03 | 7,03 7,00 | 6,99 | 7,04 7,05 | 7,01
8,00 8,01 | 7,97 796 | 792 | 7,97 7,97 | 7,91

Juntos, los datos presentados supra demuestran que el anti-Lewis Y es estable en un intervalo de temperatura de -
80 °C a 5°C y en un intervalo de pH de 4-8. En general, un pH favorable para el almacenamiento de este anticuerpo
es de aproximadamente 5,5. Esto también proporciona condiciones relativamente favorables para el
almacenamiento del anticuerpo a 40 °C.

En general, se selecciona un pH para el almacenamiento de proteinas que resulta en la estabilidad en un intervalo
de dos o mas temperaturas, por ejemplo, cuando la muestra se almacena por debajo de 0 °C, cuando la muestra se
almacena entre aproximadamente 0 °C y 15 °C, y cuando la muestra se almacena entre aproximadamente 15 °C y
40 °C. En otro ejemplo no limitativo, cuando la muestra se almacena a aproximadamente -80 °C, 5 °C, y 40 °C.

Anti-CD22

Los efectos del pH sobre el almacenamiento de un segundo anticuerpo (anti-CD22), un anticuerpo IgG4 humanizado
que se orienta selectivamente a CD22, que se expresa en la superficie de linfocitos B maduros normales y malignos,
se ensayaron también. El pl tedrico del anti-CD22 es de aproximadamente 8,5. Considerando que es probable que
la hidrdlisis se produzca a pH 5,0 y por debajo, la desamidacion es probable a un pH superior a 7,5. Por lo tanto, se
disefiaron experimentos para abarcar un intervalo de pH de 4 a 8 para ensayar el efecto del pH sobre la estabilidad
de la proteina, para evaluar la capacidad de indicador de la estabilidad de los procedimientos analiticos, y para
proporcionar un fundamento para la seleccién del pH apropiado para una formulaciéon de almacenamiento proteico.
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Las muestras que contienen anti-CD22 se prepararon con un contenido de 0,5 mg/ml de anti-CD22 en diversos
tampones a los valores de pH a ensayar. Las muestras se almacenaron durante dos semanas a 5 °C, 25 °C, 0 40 °C,
a un pH de 4,0 (succinato 10 mM), 5,0 (citrato 10 mM), 5,5 (succinato 10 mM), 6,0 (histidina 10 mM), 6,5 (histidina 10
mM), 7,0 (fosfato 10 mM), u 8,0 (Tris 10 mM). Las muestras se analizaron para el porcentaje de especies de alto
peso molecular presentes utilizando CET-HPLC. En estas muestras (que contienen cada una 0,5 mg/ml de anti-
CD22), no hubo aumento significativo en el porcentaje de especies de alto peso molecular en las muestras en el
intervalo de pH de 5,0 a 8,0 en comparacién con la cantidad presente en las condiciones iniciales después de dos
semanas (Fig. 5).

Cuando un anticuerpo, tal como un anticuerpo anti-CD22 se utiliza para un procesamiento adicional (corriente
abajo), se ha de prestar atencién a la presentacion de la sustancia intermedia en un tampon apropiado para el
procesamiento adicional. Por ejemplo, la conjugacién de caliqueamicina con un anticuerpo anti-CD22 puede
realizarse en un tampoén que no contiene amina primaria a un pH 7 a 8,5. Sin embargo, puede que no sea necesario
para la sustancia intermedia que se proporciona en el tampdén de conjugacion. En este ejemplo, la formulacion de la
sustancia intermedia se vera limitada en que las aminas primarias en los componentes del tampdn podrian interferir
con el procedimiento de conjugacion. Para investigar el almacenamiento de proteinas en una solucidon que no
contiene aminas primarias, se llevaron a cabo experimentos en los que anti-CD22 se concentré a 25 mg/ml y se
diafiltré o dializé en cualquiera de HEPES 50 mM (pH 7,6), succinato 50 mM (pH 6,0), o succinato 50 mM + HEPES
50 mM (pH 7,0). Cada muestra se ensayd durante hasta dos semanas para la estabilidad. Las muestras se
prepararon con o sin NaCl 75 mM y se almacenaron a -80 °C, 4 °C, 0 40 °C. Las muestras se analizaron en el tiempo
= 0, una semana, y dos semanas por Azgo/Asz0, CET-HPLC, SDS-PAGE, e IEE (en dos semanas).

Los datos de estos experimentos demostraron que el pH 6,0 (tampdn succinato) proporciona una mayor estabilidad
que pH 7,0 (HEPES) o una combinacion a pH 7,6 (HEPES y succinato) (Fig. 6).

CET-HPLC también se utilizé para evaluar el porcentaje de especies de alto peso molecular en muestras que
contenian 25 mg/ml de anti-CD22 a pH 6,0, 7,0, o 7,6 en succinato, HEPES, o una combinacion (como se ha
descrito supra) que se almacend durante dos semanas a -80 °C, 5 °C, 0 40 °C, en presencia o ausencia de NaCl 75
mM. Estos datos demostraron que la sal (NaCl) no tuvo ningun efecto significativo sobre la formacién de especies de
alto peso molecular en estas muestras (Fig. 6). Por lo tanto, la presencia de sal no es una condicién esencial para el
almacenamiento de anticuerpos.

Ejemplo 2: pH/tampones (ejemplo de referencia)

Para determinar si diferentes tampones proporcionan condiciones de almacenamiento favorables a diferentes pH,
tampones se ensayaron a un pH de 0,5 unidades por encima y por debajo del pH "éptimo" tentativo utilizando el
anticuerpo anti-Lewis Y como la muestra almacenada. En estos experimentos, cuatro sistemas tampoén diferentes se
ensayaron en el intervalo de pH de 5,0 a 6,0. También se evalud el efecto de varias fuerzas idnicas sobre la
estabilidad. Los tampones utilizados en estos experimentos fueron acetato de sodio 10 mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; 10
mM de acetato de sodio, NaCl 75 mM, pH 5,0, 5,5 y 6,0; citrato de sodio 10 mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; citrato de sodio
10 mM, NaCl 75 mM, pH 5,0, 5,5 y 6,0; fosfato de sodio 10 mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; fosfato de sodio 10 mM, NaCl 75
mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; succinato de sodio 10 mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; y succinato de sodio 10 mM, NaCl 75 mM, pH
5,0, 5,5, y 6,0. En estos experimentos, anti-Lewis Y se dializd en los tampones anteriores y se diluyé a una
concentracion final de 1 mg/ml. Las muestras se almacenaron a -80 °C o 40 °C durante hasta 4 semanas, y luego se
analizaron para el porcentaje de especies de alto peso molecular y el porcentaje de especies de bajo peso molecular
utilizando CET-HPLC. En estos experimentos, se descubrié que las especies de alto peso molecular no eran el
principal producto de degradacion, y la diferencia en el nivel de especies de alto peso molecular entre las diferentes
formulaciones fue insignificante (Fig. 7A). A un pH 5,5, la muestra de citrato de sodio demostré el nivel mas bajo de
las especies de bajo peso molecular entre todos los tampones (con o sin adicién de NaCl) (Fig. 7B).

Las muestras se analizaron adicionalmente utilizando CIC-HPLC. Estos datos confirmaron las observaciones
generales de los datos de CET-HPLC en que no hubo un aumento del porcentaje de especies acidas presentes en
el de las muestras de pH mayores en los cuatro tampones ensayados (Fig. 8), Es decir, hay una tendencia al alza de
especies acidas para todos los tampones en el intervalo de pH de 5,0 a 6,0.

Estos datos demuestran que, en general, la estabilidad de anti-Lewis Y fue similar en los cuatro tampones
ensayados (acetato, citrato, fosfato y succinato Na) en un intervalo de pH de 5,0 a 6,0. Ademas, en el estudio de
estabilidad acelerada (examen de la estabilidad a 40 °C; Fig. 7B), la cantidad inferior de formacion de especies de
bajo peso molecular estaba en la muestra que contenia tampén citrato Na. Por lo tanto, un tampdn favorable para el
anti-Lewis Y es citrato Na 10 mM, pH 5,5. Estos datos también demuestran un procedimiento de identificacion de
una formulacion favorable para el almacenamiento de una proteina, tal como un anticuerpo.

Ejemplo 3 Concentracion de sal y concentracion de proteinas (ejemplo de referencia)

La concentracion de sal se examind como un parametro que puede tener un efecto sobre la estabilidad de una
proteina en una formulacién de almacenamiento. La estabilidad de almacenamiento a una baja concentracion de
proteinas se evaludé también en el protocolo de degradacion acelerada descrito en el Ejemplo 2. En estos
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experimentos, se descubrié que a una concentracion de proteinas de 1 mg/ml, la adicion de NaCl promovi6é
ligeramente la formacion de especies de bajo peso molecular (Fig. 7B) mientras se suprime la formacion de especies
acidas (Fig. 8) en todos los buferes sometidos a ensayo.

CIC-HPLC y CET-HPLC se utilizaron para evaluar la estabilidad de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 que
contenia diferentes molaridades de NaCl. Estos datos demostraron que el anti-Lewis Y era estable a 5°C y -80 °C
en citrato Na 10 mM, pH 5,5 que contenia NaCl 0-150 mM (Fig. 9A). La degradacion acelerada muestra a 30 mg/ml
la concentracion de proteinas, NaCl suprime la aparicion de especies acidas (Fig. 9A) pero la formacion elevada de
especies de bajo peso molecular (Fig. 9C) y la formacion de especies de alto peso molecular eran relativamente
estables en las diferentes condiciones (Fig. 9B), lo que confirma la observacion de las muestras que contienen 1
mg/ml de proteinas (Figs. 7 y 8). De este modo, se descubrié que una concentracién de sal de NaCl 75 mM era la
mas favorable para minimizar la degradacion general.

Estabilidad con sacudida (ejemplo de referencia)

Otra condicién que puede afectar a la estabilidad de una proteina es la cantidad de agitacion experimentada por la
muestra. Por lo tanto, es deseable que una formulacién de almacenamiento conserve una cierta cantidad de
estabilidad cuando se agite la muestra. Se realizaron experimentos para ensayar la estabilidad de anti-Lewis Y en
una formulacién en diversas condiciones y se incubd con agitacion. En estos experimentos, las formulaciones que
contenian o bien 1 mg/ml o bien 30 mg/ml de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 en presencia o ausencia de
NaCl 150 mM se ensayaron mediante sacudidas a 360 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente y el porcentaje
de recuperacion de monémeros se ensay6 utilizando CET-HPLC.

Estos experimentos demostraron que el anticuerpo era estable cuando esta presente a una concentracion de 30
mg/ml cuando se somete a sacudida (Fig. 10). Se descubrié también que a 1 mg/ml, NaCl redujo ligeramente la
recuperacion de monémeros.

Por consiguiente, la formulacién de almacenamiento simple puede proporcionar una proteccion suficiente del
esfuerzo a la muestra inducida por sacudida.

Estabilidad bajo congelamiento/descongelamiento (ejemplo de referencia)

Las proteinas que se utilizan para diversos procedimientos de fabricacion pueden someterse necesariamente a
ciclos de congelaciéon-descongelacion, de hecho, a veces a muiltiples ciclos de congelacion-descongelacion. Resulta,
por lo tanto, ventajoso para una formulaciéon de almacenamiento proporcionar condiciones en las que hay una
minima degradacion causada por los ciclos de congelacion-descongelacion. Ademas, es util para determinar qué
condiciones de congelacion y descongelacion proporcionan una conservacion optima de la proteina. Para ensayar
estos parametros, se prepararon muestras que contenian anti-Lewis Y a 1 mg/ml o 30 mg/ml en citrato Na 10 mM,
pH 5,5, en presencia o ausencia de NaCl 150 mM. Estas muestras se sometieron después a diez ciclos de
congelacion-descongelacion con condiciones de congelacion rapida/descongelacion rapida, congelacion
rapida/descongelacion lenta, congelacion lenta/descongelacion rapida, o congelacion lenta/descongelacion lenta. La
congelacion rapida se realizé por congelacion de la muestra en nitrégeno liquido y la congelacion lenta se realizé
colocando la muestra a -80 °C. La descongelacion rapida se realizd descongelando la muestra en un bafio de agua a
37 °C y la descongelacion lenta se realizé colocando la muestra a temperatura ambiente. Se evalué entonces la
cantidad de mondmeros en cada muestra utilizando CET-HPLC.

Los resultados de estos experimentos mostraron que el anti-Lewis Y era estable en una alta concentracién de
proteinas (30 mg/ml) independientemente de las condiciones de congelacidon/descongelacion o la concentracion de
NaCl (Fig. 11Ay Fig. 11B). El anti-Lewis Y era estable en condiciones de congelacion lenta, independientemente de
la concentracion de proteinas, las condiciones de descongelacion, o la concentracion de NaCl. No obstante, a 1
mg/ml, NaCl en la formulacién reduce ligeramente la recuperacion en condiciones de congelacion rapida.

En vista de lo anterior, se puede concluir que el anti-Lewis Y es estable a -80 °C y 5 °C en una concentracion de
NaCl que oscila de 0 mM-150 mM. Ademas, un estudio de estabilidad acelerada (un estudio de formulaciones a
40 °C) mostré que NaCl redujo ligeramente la formacion de especies acidas, mientras que promovié una aparicion
de especies de bajo peso molecular. En vista de estos resultados, se descubrié que NaCl 75 mM era 6ptimo para
minimizar la degradacién general del anti-Lewis Y.

Estos experimentos demuestran también procedimientos para identificar condiciones favorables para una proteina
especifica que se almacena en una formulacién descrita en la presente memoria.

Anti-CD22

Para examinar la variabilidad de las condiciones de almacenamiento entre diferentes proteinas y validar ain mas los
procedimientos de identificacion de formulaciones de almacenamiento para una proteina especifica, se investigo la
estabilidad de almacenamiento de un anti-CD22. En estos experimentos, las formulaciones que contienen 25 mg/ml
de anti-CD22 (Fig. 6) se prepararon en diversos tampones para conseguir el pH deseado; pH 6,0 (succinato 50 mM);
pH 7,0 (succinato 50 mM y HEPES 50 mM); pH 7,6 (HEPES 50 mM), y se almacenaron durante un mes a -80 °C,
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5°C, 25 °C, 0 40 °C, después se evaluaron para el porcentaje de especies de alto peso molecular.

Se descubrio que NaCl no tuvo efecto alguno sobre la estabilidad de almacenamiento de anti-CD22 en altas
concentraciones de proteinas (Fig. 6 y Fig. 12) en cualquiera de las temperaturas ensayadas.

Estabilidad bajo tension por sacudida

Un estudio de sacudida se realizé para determinar los efectos de interacciéon de superficie/aire en anti-CD22 en
presencia de NaCl y polisorbato 80. Este estudio también se realizé para evaluar la estabilidad de anti-CD22 como
un liquido durante el envio y la fabricacién. En estos experimentos, se prepararon muestras que contenian 15 mg/ml
de anti-CD22 en tampédn succinato 20 mM, pH 6,0, una adiciéon de NaCl 75 mM, polisorbato 80 al 0,1 %, o NaCl 75
mM mas polisorbato 80 al 0,1 %. (Tween) Las muestras se sacudieron a 300 rpm durante 24 horas. Asimismo se
prepar6 un control que contenia sélo el anti-CD22 en tampén succinato. A continuacion, se analizé el porcentaje de
especies de alto peso molecular. Estos datos demuestran que ni NaCl ni polisorbato 80 son beneficiosos para la
estabilidad de anti-CD22 durante la sacudida (Fig. 13).

En general, los datos presentados anteriormente para anti-CD22 en una formulacién de almacenamiento
demuestran que NaCl no tiene efecto alguno sustancial sobre la estabilidad general de anti-CD22. Por lo tanto, NaCl
no es necesario en la formulacién con anti-CD22.

Ejemplo 4: Concentracion de anticuerpos (ejemplo de referencia)

Se examinaron los efectos de la concentracion de proteinas en la estabilidad de almacenamiento de una
formulacién. La determinacion de una concentracion de proteinas favorable es deseable cuando se identifica una
formulacién de almacenamiento para una proteina especifica, asi como el descubrimiento de los principios
generales relativos a la importancia de este parametro en una formulacion.

En estos experimentos, se prepararon muestras que contenian anti-Lewis Y en citrato 10 mM, pH 5,5 a una
concentracion de 1 mg/ml o 30 mg/ml y que contenia o bien muestras sin NaCl o NaCl 75 mM. Las muestras se
almacenaron durante cuatro semanas a 40 °C, después se analizaron para el cambio en el porcentaje de especies
de alto peso molecular (Fig. 14A), para el cambio en el porcentaje de especies de bajo peso molecular (Fig. 14B), y
para el cambio en el porcentaje de especies acidas (Fig. 14C).

Los resultados de estos experimentos revelaron estabilidad comparable para formulaciones que contenian 1 mg/mly
30 mg/ml, con la concentracion mas baja (1 mg/ml) sélo ligeramente mas sensible a la presencia de NaCl.

La estabilidad sostenida es particularmente deseable en una formulacién de almacenamiento. Por consiguiente, se
llevod a cabo un estudio para determinar la estabilidad de formulaciones de 30 mg/ml de anti-Lewis Y que contenian
30 mg/ml de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl 75 mM a diversas temperaturas: -80 °C, -20 °C, 5 °C,
25 °C, y 40 °C. Las muestras se ensayaron en un mes, dos meses, tres meses, seis meses, y nueve meses para el
porcentaje de especies de alto peso molecular (Fig. 15A), el porcentaje de especies de bajo peso molecular (Fig.
15B), y el porcentaje de especies acidas (Fig. 15C). El analisis de estos datos demostraron que habia una buena
estabilidad de proteinas de anti-Lewis Y después de 9 meses de almacenamiento a un intervalo de temperatura de -
80 °C a 5 °C en la formulacion de citrato Na 10 mM, NaCl 75 mM, pH 5,5.

Congelacion/descongelacion y estabilidad a las sacudidas (ejemplo de referencia)

Como se ha mostrado anteriormente, (Fig. 10 y Fig. 11), parecia que anti-Lewis Y no era sensible a la tension por
sacudidas y por congelacion/descongelacion a una concentracion de 30 mg/ml. Ademas, el anti-Lewis Y no fue
sensible en la reducciéon de la congelaciéon lenta a una concentracion de 1 mg/ml independientemente de la
velocidad de descongelacion, pero la pérdida de la proteina se descubrié a una concentracion de 1 mg/ml de anti-
Lewis Y con agitacion asi como cuando se coloca en condiciones de congelacion rapida.

Anti-CD22/congelacién/descongelacion

Para investigar mas los efectos de los ciclos de congelacion-descongelacion, anti-CD22 a una concentracion de 1
mg/ml o 25 mg/ml en succinato 20 mM, pH 6,0 y, opcionalmente, que contiene polisorbato 80 (0,001 %), se sometio
a varios regimenes de congelacion-descongelacion y cero, uno, cinco, o 10 ciclos del régimen. Los regimenes eran
congelacion rapida/descongelacion rapida (CR/DR), congelacion rapida/descongelacion lenta (CR/DL), congelacion
lenta/descongelacion rapida (CL/DR), y congelacion lenta/descongelacion lenta (CL/DL). A continuacion, se analizd
el porcentaje de especies de APM.

Estos datos demuestran que a 25 mg/ml, anti-CD22 no es sensible a tension por congelacidon/descongelacion,
independientemente de la presencia de polisorbato 80 (Fig. 16B y Fig. 16D). No obstante, a una concentracion de 1
mg/ml, anti-CD22 es sensible a una congelacion rapida (Fig. 16A y Fig. 16C). De este modo, para este anticuerpo, si
la muestra se somete a ciclos de congelacién-descongelacién, una concentracion de almacenamiento superior ha de
seleccionarse aunque no es necesario incluir un tensioactivo.

Estabilidad de almacenamiento
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Las Figs. 5y 6, muestran los resultados de experimentos que demuestran que anti-CD22 es estable a -80 °C a 5 °C
a 0,5 mg/ml y a 30 mg/ml. A 40 °C, el porcentaje de especies de alto peso molecular aumentd en la muestra que
contiene la concentracion de proteina mas alta después de dos semanas de almacenamiento (Fig. 6), mientras que
no se detectd6 cambio alguno en el porcentaje de especies de alto peso molecular en muestras que contienen
concentraciones bajas de proteina (Fig. 5).

Ejemplo 5: Efectos del tensioactivo (ejemplo de referencia)

Muchos protocolos para el almacenamiento de muestras de proteinas requieren la inclusién de un tensioactivo. Por
lo tanto, se investigd la necesidad de incluir tensioactivo en una formulacion de almacenamiento. En estos
experimentos, el anticuerpo anti-Lewis Y a una concentracion de 1 mg/ml o 30 mg/ml en un tampén de citrato Na 10
mM vy, opcionalmente, que contiene polisorbato 80 al 0 %, 0,001 %, 0,005 % o 0,01 %, se incubo con sacudida a 360
rpm a temperatura ambiente durante 24 horas. A continuacion, el porcentaje de recuperacion de mondmeros se
analizo utilizando CET-HPLC.

Los datos demostraron que no se requiere polisorbato 80 cuando esta presente en la proteina de la formulacién a
una concentracion relativamente alta de 30 mg/ml de la proteina. A 1 mg/ml, polisorbato 80 proporcioné una cierta
proteccion de anti-Lewis Y contra la tension por agitacion (Fig. 17A'y Fig. 17B).

Estabilidad por congelacién/descongelacion (ejemplo de referencia)

Se examiné el efecto de polisorbato 80 en la estabilidad de anti-Lewis Y durante las diversas condiciones de
congelacion/descongelacion. En estos experimentos, se prepararon muestras que contienen o bien 1 mg/ml o bien
30 mg/ml de anticuerpo anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5, y que no contiene polisorbato 80 o polisorbato 80
al 0,01 %. Las muestras se sometieron a continuaciéon a 10 ciclos de congelacién/descongelacion como se ha
descrito anteriormente.

A 30 mg/ml, anti-Lewis Y no fue sensible a tension por congelacién/descongelacion independientemente de la
presencia de tensioactivo (Fig. 18B). Anti-Lewis Y también era estable en condiciones de congelacion lenta,
independientemente de la concentracién de proteina o condiciones de descongelacion (Fig. 18A y Fig. 18B).
Polisorbato 80 no afecto a los resultados a 30 mg/ml de concentracion proteica o si se utilizé congelacion lenta. En
las muestras que contienen 1 mg/ml de anticuerpo, polisorbato 80 protegié anti-Lewis Y en condiciones de
congelacion rapida (Fig. 18A).

Estabilidad de almacenamiento (ejemplo de referencia)

Se investigd el efecto del surfactante sobre la estabilidad de almacenamiento de anti-Lewis Y. En estos
experimentos, se prepararon muestras que contenian 30 mg/ml de anti-Lewis Y en citrato Na 10 mM, pH 5,5 y NaCl
75 mM. Ademas, las muestras o bien tenian polisorbato 80 al 0,001 % o no tenian polisorbato 80. Las muestras se
incubaron a -80 °C, -20 °C, 5°C, 25 °C, o 40 °C durante un mes, dos meses, tres meses, seis meses, 0 nueve
meses y se analizd el porcentaje de especies de alto peso molecular, el porcentaje de especies de bajo peso
molecular, y el porcentaje de especies acidas como se describe en la presente memoria.

En general, estos experimentos demostraron que el polisorbato 80 no tuvo ningun efecto significativo sobre la
estabilidad de anti-Lewis Y en condiciones de ensayo sobre el intervalo completo de temperaturas, -80 °C a 40 °C.
(Figs. 19A, 19B, y 19C).

En general, los resultados de experimentos con anti-Lewis Y demuestran que a una concentracion de 30 mg/ml, anti-
Lewis Y es estable en condiciones de agitacion y condiciones de tension por congelacion/descongelacion. El
surfactante no es necesario para efectuar esta estabilidad. A una concentraciéon de 1 mg/ml, anti-Lewis es estable en
condiciones de congelacion lenta. El surfactante no es necesario para efectuar esta condiciéon. Ademas, en una
concentracion de anticuerpo de 1 mg/ml, polisorbato 80 protege al anti-Lewis Y contra la agitacion y la congelacion
rapida inducida por la desnaturalizacion y, en general, el tensioactivo no tiene ningun efecto significativo sobre la
estabilidad de la proteina durante el almacenamiento.

Estabilidad de almacenamiento, CD22

En contraste con los resultados con anti-Lewis Y, polisorbato 80 no es totalmente protector con respecto a anti-CD22
contra la tensién por sacudida (Fig. 13). No obstante, como se indica en los datos de la Fig. 16, a 25 mg/ml, anti-
CD22 es estable en tension por congelacion/descongelacion y no se necesita tensioactivo. A 1 mg/ml, anti-CD22 es
estable en condiciones de congelacion lenta y no se necesita tensioactivo. El tensioactivo proporciond proteccion
adicional a anti-CD22 sélo en condiciones de congelacion rapida.

Para investigar mas a fondo los efectos del surfactante sobre anti-CD22, se desarrollé un estudio de seis meses
para la estabilidad de anti-CD22. En estos experimentos, se preparo anti-CD22 a una concentracion de 25 mg/ml de
succinato 20 mM, pH 6,0 (S); succinato 20 mM, metionina 10 mM, pH 6,0 (SM); succinato 20 mM, polisorbato 80 al
0,01 %, pH 6,0 (ST); o succinato 20 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 al 0,01 %, pH 6,0 (SMT); y se incubo
durante seis meses a -80 °C, 2-8 °C, 25 °C, o 40 °C. Las muestras se analizaron entonces para el porcentaje de
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especies de alto peso molecular, porcentaje del area del pico total (que es una indicacion de recuperacion), y el
porcentaje de especies completamente activas. Tenga en cuenta que el pico 5 es la especie totalmente activa.

En general, ninguno de los parametros mostré efecto significativo sobre la estabilidad de anti-CD22 (Fig. 20A, Fig.
20B y Fig. 20C).

En general, tanto los datos de almacenamiento a largo plazo de dos anticuerpos diferentes (un anti-Lewis Y y un
anti-CD22) demuestran que el tensioactivo (polisorbato 80) no es necesario para la estabilizacion de anticuerpos en
una formulacién de almacenamiento.

Ejemplo 6: Formulacion para el almacenamiento de anti-5T4 (ejemplo de referencia)

Como otro ejemplo de la determinacién de una formulacién para el almacenamiento de una proteina, se evaluaron
los parametros de la concentracion de sal, pH, concentracion de proteinas y tipo de tampon y la concentracion para
el almacenamiento de un anticuerpo dirigido contra 5T4.

pH

Para identificar un pH ventajoso que se va a utilizar en una formulaciéon para el almacenamiento de un anticuerpo
anti-5T4, las muestras que contienen 1 mg/ml de anti-5T4 se ensayaron a un intervalo de pH desde pH 4,0 a pH 8,0.
Las muestras se prepararon por didlisis en cada tampén de pH. Todas las formulaciones utilizadas en estos
experimentos emplearon tampén fosfato de sodio 10 mM con o sin NaCl 150 mM. La proteina en una formulacién se
esterilizé por filtracion y se colocd en un congelador a -80 °C o en una camara de estabilidad mantenida a 5 °C,
25 °C, 0 40 °C. Las muestras se analizaron para la presencia de especies de alto peso molecular (APM) (Fig. 21).

Se descubrié que anti-5T4 tenia la menor cantidad de especies de alto peso molecular en ausencia de NaCl a 5 °C,
25 °C, y 40 °C durante todo el intervalo de pH en tampdn fosfato de sodio 10 mM. El anticuerpo no era estable a un
ciclo de congelacion/descongelacion a pH 7 en una formulacion que contiene NaCl y a un pH 8 con fosfato de sodio
como tampoén. También se observé que la proteina era inestable a pH 4 con NaCl 150 mM a 40 °C.

El isoelectroenfoque (IEE) se realizé en muestras preparadas y almacenadas a varios pHs (como se ha descrito
anteriormente) y almacenadas a 40 °C durante dos semanas. Se descubrid que las muestras almacenadas en una
formulacion a pH 4 (sin NaCl) y a pH 5 y pH 6 (con o sin NaCl) mostraron la menor cantidad de cambio en la carga
general de la proteina.

También se realizé un analisis por SDS-PAGE de muestras de deteccion de pH de anti-5T4 almacenadas a 40 °C
durante dos semanas. Las muestras en el intervalo de pH del pH 5,0 a pH 7,0 muestran menor cantidad de especies
de alto peso molecular en el gel no reducido y la menor cantidad de cambio en el peso molecular de proteinas en
comparacion con el material de partida en un gel reducido.

Estos datos demuestran que el anti-5T4 es estable en fosfato de sodio 10 mM en presencia o ausencia de NaCl a -
80 °C, 5°C, y 25°C en el intervalo de pH de pH 4,0 a pH 7,0. En base a los resultados acelerados (es decir, los
resultados obtenidos a temperaturas mas altas) de la deteccién de pH, pH 5 a pH 6 se selecciona como el intervalo
de pH ventajoso para la estabilidad de anti-5T4.

Tampones

Cuatro sistemas tampodn diferentes se ensayaron para el almacenamiento estable de anti-5T4 en formulaciones en el
intervalo de pH de 5,0 a 7,0. También se evalud el efecto de la fuerza iénica sobre la estabilidad. Estos sistemas
tampon utilizados fueron acetato de sodio 10 mM, pH 5,0; acetato de sodio 10 mM 5,5; acetato de sodio 10 mM ,
NaCl 150 mM, pH 5,0; acetato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,5; citrato de sodio 10 mM, pH 5,0; citrato de
sodio 10 mM, pH 5,5, citrato de sodio 10 mM, pH 6,0; citrato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,0; citrato de sodio
10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,5; citrato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0; fosfato de sodio 10 mM, pH 6,0;
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5; fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0; fosfato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0;
fosfato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 6,5; fosfato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0; succinato de sodio 10
mM, pH 5,0; succinato de sodio 10 mM, 5,5; succinato de sodio 10 mM, pH 6,0; succinato de sodio 10 mM, pH 6,5;
succinato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,0; succinato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,5; succinato de
sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0; y succinato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, pH 6,5.

Anti-5T4 se dializ6 en los tampones anteriores y se diluyd a una concentracion final de 2 mg/ml. Las muestras se
almacenaron a -80°C y 40 °C durante hasta cuatro semanas, y luego se analizaron utilizando CET-HPLC de
muestras iniciales (antes del almacenamiento) y después del almacenamiento durante cuatro semanas. En estos
datos (Fig. 22), se descubrid que las especies de alto peso molecular no eran los principales productos de
degradacion y el porcentaje de especies de alto peso molecular en cada formulaciéon después de cuatro semanas de
almacenamiento era comparable, o menor que, el porcentaje de especies de alto peso molecular presentes en las
muestras iniciales. Las especies de bajo peso molecular se elevaron en la mayoria de las formulaciones que
contenian NaCl.
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Las masas fundidas térmicas (Mis) se realizaron para evaluar el efecto del almacenamiento en diversas
formulaciones sobre la estabilidad térmica de una proteina (anti-5T4). La calorimetria diferencial de barrido (CDB) se
utilizé para generar termogramas. Ejemplos de tales termogramas se muestran en la Fig. 23A. Los resultados de
calorimetria diferencial de barrido se ilustran en la Fig. 23B.

La proteina en formulaciones que tienen un pH de 5,0 fueron las menos estables térmicamente cuando la
formulacién utilizé citrato o succinato como tampén. Se descubrié que NaCl era térmicamente desestabilizadora
puesto que los valores M; fueron inferiores en cada condiciéon de pH/tampén en comparacién con sus
correspondientes formulaciones libres de NaCl. Las otras formulaciones en el intervalo de pH de 5,5 a 7,0 en
tampones acetato, citrato, succinato, y fosfato exhibieron los valores mas altos de Ms y, por lo tanto, la mayor
estabilidad térmica.

CIC-HPLC también se utilizé para analizar la estabilidad de anti-5T4. En estos estudios, CIC-HPLC se realizé sobre
muestras después de un almacenamiento durante cuatro semanas a 40 °C. Estos resultados se ilustran en la Fig. 25
y demuestran un aumento en el porcentaje de especies acidas y una disminucion en el porcentaje de especies
basicas a un pH superior para los cuatro tampones ensayados. Algunas de las formulaciones que contienen NaCl
también tenian niveles mas altos de especies acidas y niveles mas bajos de especies basicas que las formulaciones
correspondientes libres de NaCl.

Para analizar adicionalmente la estabilidad de las diversas formulaciones, la reduccion por SDS-PAGE se realizd
sobre las muestras después de un almacenamiento durante cuatro semanas a 40 °C. El analisis de estas muestras
demostré que las muestras almacenadas en las formulaciones de pH 5,5 y pH 6,0 retuvieron la menor cantidad de
cambio en el peso molecular de proteinas en comparacion con el material de partida en el gel reductor.

En general, estos datos demuestran que la proteina de anti-5T4 utilizada en estos experimentos tenia una
estabilidad similar en los cuatro tampones ensayados (acetato, citrato, fosfato y succinato de sodio) cuando se
almacenan a un pH de pH 5,5 a 6,5. Un estudio de estabilidad acelerada mostré que la menor cantidad de especies
de bajo peso molecular formé las formulaciones que no contenian NaCl.

Efecto de la sal (NaCl)

Como se ha ilustrado anteriormente, anti-5T4 es estable en fosfato de sodio 10 mM en formulaciones a pH 5-6 a -
80 °C, 5°C, y 25°C en NaCl 150 mM. No obstante, NaCl no mejoré la estabilidad y, por lo tanto, no proporciono
ningun beneficio de estabilidad (Fig. 21).

Los resultados de un estudio de estabilidad acelerada a 40 °C demostraron que NaCl promueve la formacién de alto
peso molecular y de bajo peso molecular y reduce la estabilidad térmica del anticuerpo (Fig. 22, Fig. 24A, Fig. 24B y
Fig. 25).

Concentracién de anticuerpos

Se examinaron los efectos de la concentracion de anticuerpos (proteinas) sobre la estabilidad de almacenamiento.
En estos experimentos, sistemas de tampdn acetato de sodio, citrato de sodio, y succinato de sodio, se ensayaron
de nuevo con un estrecho intervalo de pH; a partir 5,5 a 6,5. Anti-5T4 se dializé en los tampones y se diluyé a una
concentracion final de 2 mg/ml. Un conjunto adicional de las muestras se prepard con una concentracion de 30
mg/ml en citrato o succinato. Las muestras se almacenaron a -80 °C y 40 °C durante hasta seis semanas, y luego se
analizaron. La Fig. 26A y Fig. 26B ilustran los resultados del analisis por CET-HPLC de estas muestras. En general,
estos datos demuestran que se observa una estabilidad comparable para las formulaciones de 2 mg/ml y 30 mg/ml,
aunque la concentracion de proteina mas alta acumulé una cantidad ligeramente mayor de especies de alto peso
molecular después de seis semanas a 40 °C.

CIC-HPLC también se realiz6 en estas muestras después de 6 semanas de almacenamiento a 40 °C. La estabilidad
comparable fue observada para formulaciones de pH 5,5 que contienen 2 mg/ml o 30 mg/ml, aunque las muestras
de pH 5,5 a 2 mg/ml tuvieron un porcentaje ligeramente menor de especies acidas después del almacenamiento
durante seis semanas a 40 °C. (Fig. 27A y 27B).

También se utilizé electroforesis capilar-SDS (ec-SDS; un procedimiento equivalente a SDS-PAGE) para analizar las
muestras de 2 mg/ml que se almacenaron durante seis semanas a 40 °C. En estos experimentos, se observd una
estabilidad casi comparable para las muestras de 2 mg/ml, con las muestras con un pH 5,5 que muestran un cambio
ligeramente inferior en el peso molecular de la proteina. La estabilidad comparable se observa para las muestras de
2 mg/ml con las muestras con un pH 5,5 que muestran un cambio ligeramente inferior en el PM de la proteina por el
procedimiento de electroforesis capilar-SDS (procedimiento equivalente a SDS-PAGE) (Fig. 28).

Congelacién/descongelacion y estabilidad a las sacudidas

Los sistemas de tampodn acetato de sodio, citrato de sodio, y succinato de sodio se ensayaron en un estudio de la
estabilidad de la proteina en condiciones de congelacion/descongelacion y estudio de sacudidas a pH 5,5 en
presencia o ausencia de polisorbato 80 derivado de vegetales al 0,005 % y sacarosa al 3 %. En estos experimentos,
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anti-5T4 se dializé en los tampones y se diluyé a concentraciones finales de 25 mg/ml y 1 mg/ml. Las muestras se
congelaron en nitrégeno liquido (aproximadamente -196 °C o a -80 °C y después se descongelaron a 37 °C o a
temperatura ambiente. Un conjunto distinto de muestras se sacudié a 200 rpm durante 24 horas, a 20 °C.

La turbidez se ensayo6 después de un ciclo de congelacién/descongelacion midiendo la absorbancia a Asgo, y se
determind el porcentaje de especies de alto peso molecular para las muestras de 1 mg/ml. Después de un ciclo de
congelacion/descongelacion, anti-5T4 fue ligeramente sensible a condiciones de congelacion lenta (CL) (-80) a 1
mg/ml y muy sensible a condiciones de congelacién mas rapida (CR) (nitrégeno liquido). Polisorbato 80 minimizé la
turbidez y el porcentaje de especies de alto peso molecular se incrementé en muestras de 1 mg/ml. La sacarosa
mejord (minimizd) la turbidez y en presencia de sacarosa, el porcentaje de especies de alto peso molecular aumento
so6lo en condiciones de congelacion rapida (Fig. 29A y Fig. 29B).

La turbidez y el porcentaje de especies de alto peso molecular también se analizaron después de muiltiples ciclos
(diez) de congelacién/descongelacion utilizando muestras con una concentracion de proteina (anti-5T4) de 25
mg/ml. (Fig. 30A y Fig. 30B). Estos datos demostraron que el anti-ST4 no es sensible a tensién por
congelacion/descongelacion a una concentracion de 25 mg/ml. Sélo hubo una ligera disminucion en la turbidez y el
porcentaje de especies de alto peso molecular con la adicién de polisorbato 80 y/o sacarosa después de diez ciclos
de congelacion/descongelacion. Los resultados de turbidez también demuestran que no hubo beneficio, y en
algunos casos fue perjudicial a la estabilidad de anti-5T4 cuando se afiadié sacarosa a una formulacion. El uso de
tampon acetato en una formulacion resulté en una turbidez ligeramente inferior y un menor porcentaje de especies
de alto peso molecular en la mayoria de las condiciones de congelacién/descongelacion.

La estabilidad en condiciones de sacudida se analizé mediante la medicién de la turbidez (Asgo) y €l porcentaje de
especies de alto peso molecular utilizando las formulaciones que contienen 25 mg/ml de anti-5T4. La Fig. 31A y Fig.
31B ilustran los resultados de las mediciones de turbidez de las muestras en varias formulaciones. Estos datos
demuestran que el anti-5T4 es muy sensible a la tension por sacudidas cuando una formulacién contiene tampdn
citrato. Hubo una disminucion de la turbidez y el porcentaje de algunas formulaciones de especies de alto peso
molecular con la adicion de polisorbato 80 con muestras de 1 mg/ml y 25 mg/ml, pero no se produce beneficio
alguno con la adicion de sacarosa a las formulaciones. Las formulaciones de tampon acetato exhibieron
generalmente la turbidez mas baja.

Tensioactivo y crioprotector

Algunos de los experimentos descritos supra (p. €j., los ilustrados en las Fig. 29A, Fig. 29B, Fig. 30A, Fig. 30B, Fig.
31Ay Fig. 31B) incluyen datos en los que la formulacion incluye un tensioactivo (polisorbato 80) y/o un crioprotector
(sacarosa). Con respecto a la estabilidad después de la congelacion, las muestras que contienen 25 mg/ml de anti-
5T4 no fueron sensibles a tension por congelacion/descongelacion. Anti-5T4 era estable en condiciones de
congelacion lenta, independientemente de la concentracion de proteinas o condicion de descongelacion. Polisorbato
80 no era necesario para mejorar la estabilidad de las muestras de concentracion de proteinas de 25 mg/ml cuando
se aplico un protocolo de descongelacion rapida.

La adicién de sacarosa a una formulacion no mejoro la estabilidad para las muestras que contienen 25 mg/ml de
anti-5T4. Para las muestras que contienen 1 mg/ml, polisorbato 80 y sacarosa protegieron el anti-5T4 durante la
congelacion/descongelacion, particularmente en condiciones de congelacion rapida (Fig. 29A y Fig. 29B y Fig. 30Ay
Fig. 30B).

También se examind la estabilidad de anti-5T4 en diversas formulaciones en condiciones de sacudida. Polisorbato
80 contribuy6 a la minimizacion de la turbidez y a la minimizacion del porcentaje de especies de alto peso molecular
de las formulaciones anti-5T4 a una concentracion de proteinas de 25 mg/ml cuando la proteina se sacudié a rpm
extremadamente altas. En formulaciones que contienen 1 mg/ml de anti-5T4, polisorbato 80 protegia a la proteina
contra la tension por agitacion (Fig. 31A y Fig. 31B).

Estos datos demuestran que para las concentraciones de proteina mas altas (p. ej., 25 mg/ml), anti-5T4 es estable
en tensién por congelacién/descongelacion. Hubo un beneficio escaso o nulo con la adicidon de tensioactivo a una
formulacién en la mayoria de las condiciones de congelacidon/descongelacion, en particular, en formulaciones que
contienen tampon acetato. Ademas, no hay necesidad de utilizar un crioprotector (p. ej., sacarosa) en las
formulaciones. Polisorbato 80 fue util para la estabilizacion de anti-5T4 en condiciones de agitacion severa.

Ademas, se descubrid que las muestras que contienen bajas concentraciones de proteina (p. €j., 1 mg/ml de anti-
5T4) eran estables en condiciones de congelacion lenta. En tales muestras de proteinas con una concentracion baja,
polisorbato 80 y sacarosa protegieron la proteina (anti-5T4) contra la desnaturalizacién inducida por
congelacién/descongelacion. También, en las muestras con una baja concentracion de proteinas, el polisorbato 80
protegid a la proteina frente a la desnaturalizacion inducida por agitacion.

Otras realizaciones

Queda entendido que si bien la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion anterior tiene por objeto ilustrar y no limitar el ambito de la invencion, que se define por el ambito de las
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reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del ambito de las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacién que comprende
(a) un anticuerpo anti-CD22 monoclonal humanizado que comprende:

- una region variable de la cadena ligera gL1 que consiste en la secuencia de aminoacidos:

1 DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA NSYGNTFLSW YLHKPGKAPQ LLIYGISNRF
61 SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCLQGTHQP YTFGQGTKVE IKR

- una region constante de la cadena ligera de la cadena ligera kappa humana;
- una region variable de la cadena pesada gH7 que consiste en la secuencia de aminoacidos
1 EVQLVQSGAE VKKPGASVKY SCKASGYRFT NYWIHWVRQA PGQGLEWIGG INPGNNYATY

61 RRKFQGRVTM TADTSTSTVY MELSSLRSED TAVYYCTREG YGNYGAWFAY WGQGTLVTVS
121 S;

Yy,
- unaregion constante de la cadena pesada de la cadena pesada gamma-4 humana;

en la que el anticuerpo esta presente a una concentracion de 1 mg/ml a 50 mg/ml;

y
(b) una soluciéon acuosa que comprende un tampoén succinato y que tiene un pH 4,0 a pH 6,5, en la que la

concentracion del tampén es de 1 mM a 100 mM;

en la que la formulacién no contiene crioprotector o tensioactivo, y el anticuerpo es estable durante al menos 3
semanas entre -80 °C a 8 °C,

en la que la estabilidad se determina examinando al menos uno entre el porcentaje de especies de alto peso
molecular, el porcentaje de especies de bajo peso molecular, o el porcentaje de especies acidas en comparacion
con un control;

en la que el control es una réplica de la formulacién que no se ha sometido a almacenamiento; en la que el
porcentaje del componente proteico de la formulacidon en especies de alto peso molecular después del
almacenamiento es de 10 % o menos de la proteina total;

en la que el porcentaje del componente proteico de la formulacion en especies de bajo peso molecular después del
almacenamiento es de 10 % o menos de la proteina total, y,

en la que la formulacidon no muestra un aumento superior al 10 % en el porcentaje de especies acidas después del
almacenamiento.

2. Una formulacion segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende

- una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos:

1 MKLPVRLLVL LLFWIPASRG DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA NSYGNTFLSW
61 YLHKPGKAPQ LLIYGISNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCLQGTHQP
121 YTFGQGTKVE IKRTVAAPSY FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
181 SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV TKSFNRGEC;

y una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos:
1 MDFGFSLVFL ALILKGVQCE VQLVQSGAEV KKPGASVKVS CKASGYRFTN YWIHWVRQAP
61 GQGLEWIGGI NPGNNYATYR RKFQGRVTMT ADTSTSTVYM ELSSLRSEDT AVYYCTREGY
121 GNYGAWFAYW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS
181 WNSGALTSGY HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES
241 KYGPPCPPCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
301 GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK
361 GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
421 DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK.

3. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que la formulacion comprende menos de sal 150 mM.

22



10

ES 2637854 T3

4. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que la concentracién de tampoén es de 50 mM a 100 mM.
5. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que la concentracion de tampén es de 1 mM a 50 mM.

6. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo es estable durante al menos 1 affio a 5°C o el
anticuerpo es estable durante al menos 3 afios a 5 °C.

7. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo esta presente a una concentracion de 10 mg/ml a 30
mg/ml, 25 mg/ml a 30 mg/ml, 10 mg/ml a 50 mg/ml o0 20 mg/ml a 50 mg/mi.

8. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo tiene un pl de al menos 6,0, 7,0 u 8,0.
9. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el pH de la formulacion es de 5,0 a 6,0.

10. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que la solucién acuosa es succinato 20 mM, pH 6,0.
11. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo esta purificado al menos en el 95 %.

12. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacion es estéril.
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FIG 2
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FIG 6
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FIG 7A
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FIG 8
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FIG 9A
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FIG 9C
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FIG 11A
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FIG 12
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FIG 14A
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FIG 14C
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FIG 15B
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FIG 17A
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FIG 18A
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FIG 21

@pH4
mpH 5
BpH 6
EBpH7
MpH B
BTFS-NSO, pH 7,2

N S A A A
(w1 g=u) wqv op BIpOW 9

& inicio

-

e

-

+

e
NaCi NaCl NaCl NaC! NaCl NaCl NaCl NaCl

-

-80°C -80°C 5°C 5°C 25°C 25°C 40°C 40°C

45



ES 2637854 T3

IWdE 8p 9 Jo 0F “SEUBLISS ¢

210} WA Y 9P % bo oF ‘seuewss p I

1210} IdVY 2P 2o o WER

¢¢ 9ld

46



ES 2637854 T3

(Do) BiNRIBdWIS]

e . i ua gl ] 0s o E nr
i 1 i

i i 1 i i i

ZRT IN
gHd ‘Ww 0}
OIpOS 8P 0JRUIDING
q pls-Ruy
£
aee Old

o

(D¢ jouyiedny) do

(Do) ﬁaﬁhmaﬁﬂ 1

oE og o pe - ous 613 e oz

 INESI N ST T T T T

o
-
- o
- B
- o
5'gHd ‘W 01
OIpOS 8p OJeIlD) -
£IN : riswy -
1

veEe Ol

(Do /1ow f1eOoy) dD

47



ES 2637854 T3

382383%353

_m%@ zyn M Tum i

[DEN 9P SPUODE|NLLLIO

He

> & 5 P e &
N - AN SR R
A A S
@% .%w 5% @% &

[DBN LIS SBUOIDBINLLLIO |

grc Old

VrZ ol4

b 2%

48



FIG 25
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FIG 26A
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FIG 27A
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FIG 20A
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25 mg/mL
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FIG 30A
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FIG 31A
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FIG 31B
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