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HIGH CONCENTRATION ANTIBODY AND PROTEIN FORMULATIONS

Background of the Invention

Field of the Invention

This invention pertains to highly concentrated formulations of antibodies,
which are particularly suitable for subcutaneous administration. The invention further

provides stable, highly concentrated {e.g., >100 mg/ml protein) liquid formulations.

Description of the Related Art

There is a significant demand for highly concentrated liquid antibody
formulations. However, highly concentrated protein formulations pose several
problems. One problem is instability due to the formation of particulates. With
reconstituted lyophilized preparations to generate liquid formulations, this problem
has been addressed through the use of surfactants (e.g., a polysorbate), but surfactants
are unsuitable for liquid formulations, because they render further processing
difficult. Moreover, surfactants further do not reduce the increased viscosity caused
as a result of numerous intermolecular interactions from the macromolecular nature of
antibodies.

Although surfactants have been shown to significantly reduce the degree of
particulate formation of proteins, they do not address the problem of increased
viscosity that makes difficult the manipulation and administration of concentrated
antibody formulations. Antibodies tend to form viscous solutions at high
concentration because of their macromolecular nature and potential for intermolecular
interactions. Moreover, pharmaceutically acceptable sugars are often used in large
amounts as stabilizers. Such sugars can enhance the intermolecular interactions,
thereby increasing the viscosity of the formulation. Highly viscous formulations are
difficult to manufacture, draw into a syringe and inject subcutaneously. The use of
force in manipulating the viscous formulations leads to excessive frothing, which can
lead to denaturation and inactivation of active biologics. Satisfactory solution of this

problem is lacking.
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While the prior art indicates numerous example of excipients that can be
suitably employed to create pharmaceutical formulations, very few proteins have been
successfully formulated above 100 mg/ml, or have techniques for doing so been
described.

Applicants have discovered that Arginine, specifically Arginine-HCl is
particularly suited for highly concentrated liquid protein or antibody formulations.

Stable isotonic lyophilized protein formulations are disclosed in PCT
publication WO 97/04801, published on February 13, 1997, the entire disclosure of
which is hereby expressly incorporated by reference. The disclosed lyophilized
formulations can be reconstituted to generate high protein-concentration liquid
formulations without apparent loss of stability. However, the potential issues
associated with the high viscosity of the reconstituted formulations are not addressed.
Protein aggregation has been reduced previously through the addition of sugars, but
doing so can dramatically increase the viscosity and osmolarity, thereby rendering
processing and use impractical.

Applicants PCT application, publication W002/30463, published 18 April
2002 discloses high protein concentration, but low viscosity formulations achieved:
1) through low pH (about 4.0 to 5.3); 2) high pH (about 6.5 to 12.0), or 3) increasing
the total ionic strength of the formulation by the addition of salts or buffers.
However, while increased ionic strength does decrease the viscosity of the
formulation (such as with NaCl), it may also result also result in increased turbidity of
the solution, which is often associated with the formation of protein particles (e.g.,
aggregation). Thus an optimal high concentration protein formulation must overcome

challenges of stability, viscosity, osmolarity and turbidity.

Summary of the Invention

The present invention concerns highly concentrated protein or antibody
formulations that are stable, and of low viscosity and turbidity.

In particular, the present invention concerns highly concentrated antibody
formulations of low turbidity comprising protein or antibody (100 - 260 mg/ml),
histidine (10 - 100 mM), arginine-HC1 (50 — 200 mM) and polysorbate (0.01% -
0.1%), having a pH of 5.5 - 7.0, a viscosity of 50 cs or less and osmolarity from 200
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mOsm/kg - 450 mOsm/kg. Alternatively, the protein or antibody in the formulations
can range from 120 - 260 mg/ml, alternatively 150 - 260 mg/ml, alternatively 180 -
260 mg/ml, alternatively 200 - 260 mg/ml protein or antibody. Alternatively the
osmolarity ranges from 250 mOsm/kg - 350 mOsm/kg. Alternatively, the
concentration of arginine-HCI ranges from 100 - 200 mM, alternatively 150 - 200
mM, alternatively 180 - 200 mM.

Alternatively, the present invention concerns a highly concentrated antibody
formulations of low turbidity comprising antibody (40 — 150 mg/ml), histidine (10 —
100 mM), sugar (e.g., trehalose or sucrose, 20 — 350 mM) and polysorbate (0.01% -
0.1%).

In a particular embodiment, the invention provides a formulation containing
high concentrations of large molecular weight proteins, such as antibodies or
immunoglobulins. The antibodies may, for example, be antibodies directed against a
particular predetermined antigen. In a specific aspect, the antigen is IgE (e g,
rhuMAbE-25 and rhuMAbBE-26 described in U.S.P, 6,329,509 and WO 99/01556).
Alternatively, the anti-IgE antibody can be CGP-5101 (Hu-901) described in Corme ef
al, J. Clin. Invest. 99(5): 879-887 (1997), W092/17207, and ATTC Deposit Nos.
BRL-10706 and 11130, 11131, 11132, 11133. Alternatively, the antigen may
include: the CD proteins CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD34 and CD40; members
of the HER receptor family such as EGF receptor, HER2, HER3 or HER4 receptor;
2C4, 4D5, PSCA, LDP-2, cell adhesion molecules such as LFA-1, Macl, p150, 95,
VLA-4, ICAM-1, VCAM and av/f3 integrin including the o~ and B-subunits thereof
(e.g., anti-CD11a, anti-CD18 or anti-CD11b antibodies); growth factors such as
VEGF; blood group antigens; flk2/f1t3 receptor; obesity (OB) receptor; mp! receptor,
CTLA-4, and protein C.

The formulations of the present invention may be pharmaceutical
formulations. In a specific aspect, the formulation is delivered subcutaneously.

In yet another embodiment, the invention provides a method for the treatment,
prophylactic or therapeutic, of a disorder treatable by the protein or antibody
formulated, comprising administering the formulations disclosed herein comprising a
therapeutically effective amount of the protein or antibody. Such formulations are

particularly useful for subcutaneous administration. In a specific aspect, the disorder
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is an IgE-mediated disorder. In yet a further specific aspect, the IgE-mediated
disorder is allergic rhinitis, asthma (e.g., allergic asthma and non-allergic asthma),
atopic dermatitis, allergic gastroenteropathy, hypersensitity (e.g., analphylaxis,
urticaria, food allergies efc.), allergic bronchopulmonary aspergillosis, parasitic
diseases, interstitial cystitis, hyper-IgE syndrome, ataxia-telangiectasia, Wiskott-
Aldrich syndrome, thymic alymphoplasia, [gE myeloma and graft-versus-host
reaction.

In yet another embodiment, the invention provides an article of manufacture
comprising a container enclosing a formulation disclosed herein. In one aspect, the
article of manufacture is pre-filled syringe. In yet another specific aspect, the pre-
filled syringe is further containing within an injection device. In yet another specific

aspect, the injection device is an auto-injector.

Brief Description of the Drawings

Figure 1. Hydrophobic interaction chromatography of a pepsin digested anti-
IgE monoclonal antibody. Samples were formulated at different pH and buffers: (»)
20 mM Acetate, (A) 20 mM Succinate, (4) 20 mM Na,HPO,, (A) 20 mM K,PO, and
(*) 20 mM Tris buffer. The samples were stored at 30 °C for 6 months.

Figure 2. Size exclusion chromatography of an anti-IgE mon-oclonal antibody
stored at 40°C for 6 months. Samples were formulated at different pH and buffers:
(M) 20 mM Glutamate, () 20 mM Acetate, (4) 20 mM Succinate, (o) 20 mM
Histidine, ( A) 20 mM Na,HPO,, (¥) 20 mM K,PO, and (*) 20 mM Tris buffer.

Figure 3. Activity of an anti-IgE monoclonal antibody stored at 30°C for 6
months. Samples were formulated at different pH and buffers: (o) 20 mM Acetate,
(A) 20 mM Succinate, (0) 20 mM Histidine, (A) 20 mM Na,HPO,, (V) 20 mM
K,PO, and (*) 20 mM Tris buffer.

Figure 4. Effects of Polysorbate 20 on turbidity of the stressed anti-IgE
monoclonal antibody. Samples contain 100 mg/ml antibody, 20 mM Succinate, 192
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mM Trehalose and various amounts of polysorbate 20 at pH 6.0. The polysorbate
concentrations are (M) 0, (A) 0.01%, (e} 0.02% and (A) 0.05%.

Figure 5. Turbidity of an anti-IgE monoclonal antibody at ~150 mg/m! with
different excipients (A ) CaCl,, (V) MgCl, and (A) Arginine-HCl

Figure 6. Turbidity of anti-IgE monoclonal antibody at ~150 mg/m! with
various excipients. The sampies were stored at (A) —-70 °C, (®) 2-8 °C, (A) 15 °C,
(o) 30 °C and (V) 40 °C.

Figure 7. Hydrophobic interaction chromatography analyses of papain
digested anti-IgE monoclonal antibody. Samples were formulated at ~150 mg/ml with
various of excipients and stored at (¥)—70 °C, (W) 2-8 °C, (A) 15 °C, (A)30°C and
() 40 °C.

Figure 8. Size exclusion chromatography of anti-IgE monoclonal antibody at
~150 mg/ml in (W) 200 mM arginine-HC], 23 mM histidine, pH 6.0 (A) 182 mM
arginine-HCl, 20 mM histidine, pH 6.0 () 182 mM arginine-HCl, 20 mM histidine,
91 mM sucrose, pH 6.0 (o) 50 mM MgCl,, 27 mg/ml trehalose, 0.01% acetate, (A) 50
mM MgCl,, 30 mM MgAc,, 0.01% acetate, and (©) 50 mM MgCl,, 45 mM MgAc,,
0.01% acetate. Samples were stored at 30 °C for 6 months.

Figure 9. Hydrophobic interaction chromatography analyses of papain
digested anti-IgE monoclonal antibody. The samples show were formulated in (W)
200 mM arginine-HCl, 23 mM histidine, (A) 182 mM arginine-HCl, 20 mM
histidine, (») 182 mM arginine-HCl, 20 mM histidine, 91 mM sucrose, (0) 50 mM
MgCl,, 27 mg/ml trehalose, 0.01% acetate, {A) 50 mM MgCl,, 30 mM MgAc,, 0.01%
acetate and (©) 50 mM MgCl,, 45 mM MgAc,, 0.01% acetate. Samples were stored
at 30 °C for 6 months.

Figure 10. Shows a comparison of the full-length sequences both variable and
constant chains) of the anti-IgE antibodies E25, E26 and Hu-901. The CDR regions
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of Hu-901 is shown by underline. For E25 and E26, the CDR regions as defined by
Chothia are shown in boldface, while the CDR region as defined by Kabat are
delineated with brackets. Figure 10A shows the light chain sequences of E25, E26
and Hu-901 (SEQ ID NOS:1-3), while Figure 10B shows the heavy chain sequences
of E25, E26 and Hu-901 (SEQ ID NOS:4-6).

Detailed Description of the Preferred Embodiment

L Definitions

By "protein” is meant a sequence of amino acids for which the chain length is
sufficient to produce the higher levels of tertiary and/or quaternary structure. Thus,
proteins are distinguished from "peptides" which are also amino acid — based
molecules that do not have such structure. Typically, a protein for use herein will
have a molecular weight of at least about 15-20 kD, preferably at least about 20 kD.

Examples of proteins encompassed within the definition herein include
mammalian proteins, such as, e.g, growth hormone, including human growth
hormone and bovine growth hormone; growth hormone releasing factor; parathyroid
hormone; thyroid stimulating hormone; lipoproteins; a-1-antitrypsin; insulin A-chain;
insulin B-chain; proinsulin; follicle stimulating hormone; calcitonin; luteinizing
hormone; glucagon; clotting factors such as factor VIIIC, factor IX, tissue factor, and
von Willebrands factor; anti-clotting factors such as Protein C; atrial natriuretic
factor; lung surfactant; a plasminogen activator, such as urokinase or tissue-type
plasminogen activator (t-PA, e.g., Activase®, TNKase®, Retevase®); bombazine;
thrombin; tumor necrosis factor-o. and -P; enkephalinase; RANTES (regulated on
activation normally T-cell expressed and secreted); human macrophage inflammatory
protein (MIP-1-a); serum albumin such as human serum albumin; mullerian-
inhibiting substance; relaxin A-chain; relaxin B-chain; prorelaxin; mouse
gonadotropin-associated peptide; DNase; inhibin; activin; vascular endothelial growth
factor (VEGF); receptors for hormones or growth factors; an integrin; protein A or D;
rheumatoid factors; a neurotrophic factor such as bone-derived neurotrophic factor
(BDNF), neurotrophin-3, -4, -5, or -6 (NT-3, NT-4, NT-5, or NT-6), or a nerve
growth factor such as NGF-B; platelet-derived growth factor (PDGF); fibroblast
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growth factor such as aFGF and bFGF; epidermal growth factor (EGF); transforming
growth factor (TGF) such as TGF-a and TGF-f, including TGF-B1, TGF-p2, TGF-
B3, TGF-p4, or TGF-B5; insulin-like growth factor-I and -II (IGF-I and IGF-II);
des(1-3)-IGF-I (brain IGF-I); insulin-like growth factor binding proteins; CD proteins
such as CD3, CD4, CD8, CD19 and CD20; erythropoietin (EPQO); thrombopoietin
(TPO); osteoinductive factors; immunotoxins; a bone morphogenetic protein (BMP);
an interferon such as interferon-a, -p, and -y; colony stimulating factors (CSFs), e.g.,
M-CSF, GM-CSF, and G-CSF; interleukins (ILs), e.g., IL-1 to IL-10; superoxide
dismutase; T-cell receptors; surface membrane proteins; decay accelerating factor
(DAF); a viral antigen such as, for example, a portion of the AIDS envelope;
transport  proteins; homing receptors; addressins; regulatory proteins;
immunoadhesins; antibodies; and biologically active fragments or variants of any of
the above-listed polypeptides.

The protein which is formulated is preferably essentially pure and desirably
essentially homogeneous (i.e. free from contaminating proteins). "Essentially pure"”
protein means a composition comprising at least about 90% by weight of the protein,
based on total weight of the composition, preferably at least about 95% by weight.
"Essentially homogeneous" protein means a composition comprising at least about
99% by weight of protein, based on total weight of the composition.

In certain embodiments, the protein is an antibody. The antibody may bind to
any of the above-mentioned molecules, for example. Exemplary molecular targets for
antibodies encompassed by the present invention include IgE, the CD proteins CD3,
CD4, CD8, CD19, CD20, CD34 and CD40; members of the HER receptor family
such as EGF receptor, HER2, HER3 or HER4 receptor; 2c4, 4DS5, PSCA, LDP-2, cell
adhesion molecules such as LFA-1, Macl, pl150, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM and
av/P3 integrin including the - and B-subunits thereof (e.g., anti-CD11a, anti-CD18
or anti-CD11b antibodies); growth factors such as VEGF; blood group antigens;
flk2/tht3 receptor; obesity (OB) receptor; mpl receptor, CTLA-4, and protein C.

The term "antibody" as used wherein includes monoclonal antibodies
(including full length antibodies whigh have an immunoglobulin Fc¢ region), antibody
compositions with polyepitopic specificity, multispecific antibodies (e.g., bispecific

antibodies, diabodies, and single-chain molecules, as well as antibody fragments (e.g.,
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Fab, F(ab"),, and Fv). The term “immunoglobulin” (Ig) is used interchangeably with
“antibody” herein.

The basic 4-chain antibody unit is a heterotetrameric glycoprotein composed
of two identical light (L) chains and two identical heavy (H) chains. An IgM
antibody consists of 5 of the basic heterotetramer unit along with an additional
polypeptide called a J chain, and contains 10 antigen binding sites, while IgA
antibodies comprise from 2-5 of the basic 4-chain units which can polymerize to form
polyvalent assemblages in combination with the J chain. In the case of IgGs, the 4-
chain unit is generally about 150,000 daltons. Each L chain is linked to an H chain
by one covalent disulfide bond, while the two H chains are linked to each other by
one or more disulfide bonds depending on the H chain isotype. Each H and L chain
also has regularly spaced intrachain disulfide bridges. Each H chain has at the N-
terminus, a variable domain (V) followed by three constant domains (C,,) for each of
the o and y chains and four C,, domains for p and € isotypes. Each L chain has at the
N-terminus, a variable domain (V) followed by a constant domain at its other end.
The V, is aligned with the V, and the C, is aligned with the first constant domain of
the heavy chain (C,l1). Particular amino acid residues are believed to form an
interface between the light chain and heavy chain variable domains. The pairing of a
Vy and V| together forms a single antigen-binding site. For the structure and
properties of the different classes of antibodies, see e.g, Basic and Clinical
Immunology, 8th Edition, Daniel P. Sties, Abba I. Terr and Tristram G. Parsolw (eds),
Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, page 71 and Chapter 6.

The L chain from any vertebrate species can be assigned to one of two clearly
distinct types, called kappa and lambda, based on the amino acid sequences of their
constant domains. Depending on the amino acid sequence of the constant domain of
their heavy chains (CH), immunoglobulins can be assigned to different classes or
isotypes. There are five classes of immunoglobulins: IgA, IgD, IgE, IgG and IgM,
having heavy chains designated a, d, €, y and p, respectively. The y and p classes are
further divided into subclasses on the basis of relatively minor differences in the CH
sequence and function, e.g., humans express the following subclasses: 1gGl, 1gG2,

15G3, IgG4, IgAl and IgA2.
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The term "variable" refers to the fact that certain segments of the variable
domains differ extensively in sequence among antibodies. The V domain mediates
antigen binding and defines the specificity of a particular antibody for its particular
antigen. However, the variability is not evenly distributed across the entire span of
the variable domains. Instead, the V regions consist of relatively invariant stretches
called framework regions (FRs) of about 15-30 amino acid residues separated by
shorter regions of extreme variability called "hypervariable regions" or sometimes
"complementarity determining regions" (CDRs) that are each approximately 9-12
amino acid residues in length. The variable domains of native heavy and light chains
each comprise four FRs, largely adopting a B-sheet configuration, connected by three
hypervariable regions, which form loops connecting, and in some cases forming part
of, the B-sheet structure. The hypervariable regions in each chain are held together in
close proximity by the FRs and, with the hypervariable regions from the other chain,
contribute to the formation of the antigen binding site of antibodies (see Kabat e7 al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). The constant domains are not
involved directly in binding an antibody to an antigen, but exhibit various effector
functions, such as participation of the antibody dependent cellular cytotoxicity
(ADCC).

The term "hypervariable region" (also known as "complementarity
determining regions" or CDRs) when used herein refers to the amino acid residues of
an antibody which are (usually three or four short regions of extreme sequence
variability) within the V-region domain of an immunoglobulin which form the
antigen-binding site and are the main determinants of antigen specificity. There are at
least two methods for identifying the CDR residues: (1) An approach based on cross-
species sequence variability (ie., Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (Nationa] Institute of Health, Bethesda, MS 1991); and (2) An
approach based on crystallographic studies of antigen-antibody complexes (Chothia,
C.etal, J Mol Biol 196: 901-917 (1987)). However, to the extent that two residue
identification techniques define regions of overlapping, but not identical regions, they

can be combined to define a hybrid CDR.
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The term "monoclonal antibody" as used herein refers to an antibody obtained
from a population of substantially homogeneous antibodies, i.e., the individual
antibodies comprising the population are identical except for possible naturally
occurring mutations and/or post-translation modifications (e.g, isomerizations,
amidations) that may be present in minor amounts. Monoclonal antibodies are highly
specific, being directed against a single antigenic site. Furthermore, in contrast to
conventional (polyclonal) antibody preparations which typically include different
antibodies directed against different determinants (epitopes), each monoclonal
antibody is directed against a single determinant on the antigen. In addition to their
specificity, the monoclonal antibodies are advantageous in that they are synthesized
by the hybridoma culture, uncontaminated by other immunoglobulins. The modifier
"monoclonal” indicates the character of the antibody as being obtained from a
substantially homogeneous population of antibodies, and is not to be construed as
requiring production of the antibody by any particular method. For example, the
monoclonal antibodies to be used in accordance with the present invention may be
made by the hybridoma method first described by Kohler et al, Nature, 256: 495
(1975), or may be made by recombinant DNA methods (see, e.g., U.S. Patent No.
4,816,567). The "monoclonal antibodies" may also be isolated from phage antibody
libraries using the techniques described in Clackson et al, Nature, 352:624-628
(1991) and Marks et al., J Mol. Biol., 222:581-597 (1991), for example.

The monoclonal antibodies herein specifically include "chimeric" antibodies
(immunoglobulins) in which a portion of the heavy and/or light chain is identical with
or homologous to corresponding sequences in antibodies derived from a particular
species or belonging to a particular antibody class or subclass, while the remainder of
the chain(s) is(are) identical with or homologous to corresponding sequences in
antibodies derived from another species or belonging to another antibody class or
subclass, as well as fragments of such antibodies, so long as they exhibit the desired
biological activity (U.S. Patent No. 4,816,567; Morrison ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81:6851-6855 (1984)). Chimeric antibodies of interest herein include
“primitized” antibodies comprising variable domain antigen-binding sequences
derived from a non-human primate (e.g., Old World Monkey, Ape efc.) and human

contant region sequences.
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An “intact” antibody is one which comprises an antigen-binding site as well as
a CL and at least the heavy chain domains, Cy1, Cy42 and Cy3. The constant domains
may be native sequence constant domains (e.g., human native sebquence constant
domains) or amino acid sequence variants thereof. Preferably, the intact antibody has
one or more effector functions.

An "antibody fragment" comprises a portion of an intact antibody, preferably
the antigen binding and/or the variable region of the intact antibody. Examples of
antibody fragments include Fab, Fab', F(ab'), and Fv fragments; diabodies; linear
antibodies (see U.S. Patent 5,641,870, Example 2; Zapata et al., Protein Eng. 8(10):
1057-1062 [1995]); single-chain antibody molecules and multispecific antibodies
formed from antibody fragments.

Papain digestion of antibodies produced two identical antigen-binding
fragments, called "Fab" fragments, and a residual "F¢" fragment, a designation
reflecting the ability to crystallize readily. The Fab fragment consists of an entire L
chain along with the variable region domain of the H chain (V,)), and the first constant
domain of one heavy chain (Cyl). Each Fab fragment is monovalent with respect to
antigen binding, i.e., it has a single antigen-binding site. Pepsin treatment of an
antibody yields a single large F(ab'), fragment which roughly corresponds to two
disulfide linked Fab fragments having different antigen-binding activity and is still
capable of cross-linking antigen. Fab' fragments differ from Fab fragments by having
a few additional residues at the carboxy terminus of the C,;1 domain including one or
more cysteines from the antibody hinge region. Fab'-SH is the designation herein for
Fab' in which the cysteine residue(s) of the constant domains bear a free thiol group.
F(ab'"), antibody fragments originally were produced as pairs of Fab' fragments which
have hinge cysteines between them. Other chemical couplings of antibody fragments
are also known.

The Fc fragment comprises the carboxy-terminal portions of both H chains
held together by disulfides. The effector functions of antibodies are determined by
sequences in the Fc region, the region which is also recognized by Fc receptors (FcR)
found on certain types of cells.

"Fv" is the minimum antibody fragment which contains a complete antigen-

recognition and -binding site. This fragment consists of a dimer of one heavy- and
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one light-chain variable region domain in tight, non-covalent association. From the
folding of these two domains emanate six hypervarible loops (3 loops each from the
H and L chain) that contribute the amino acid residues for antigen binding and confer
antigen binding specificity to the antibody. However, even a single variable domain
{or half of an Fv comprising only three CDRs specific for an antigen) has the ability
to recognize and bind antigen, although at a lower affinity than the entire binding site.

"Single-chain Fv" also abbreviated as "sFv" or "scFv" are antibody fragments
that comprise the VH and VL antibody domains connected into a single polypeptide
chain. Preferably, the sFv polypeptide further comprises a polypeptide linker
between the V), and V, domains which enables the sFv to form the desired structure
for antigen binding. For a review of the sFv, see Pluckthun in The Pharmacology of
Monaoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New
York, pp. 269-315 (1994).

The term "diabodies" refers to small antibody fragments prepared by

constructing sFv fragments (see preceding paragraph) with short linkers (about 5-10)
residues) between the V, and V, domains such that inter-chain but not intra-chain
pairing of the V domains is achieved, thereby resulting in a bivalent fragment, i.e., a
fragment having two antigen-binding sites. Bispecific diabodies are heterodimers of
two "crossover" sFv fragments in which the V,, and V, domains of the two antibodies
are present on different polypeptide chains. Diabodies are described in ‘.greater detail
in, for example, EP 404,097; WO 93/11161; Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448 (1993).
: An antibody that "specifically binds to" or is "specific for" a particular
poiypeptide or an epitope on a particular polypeptide is one that binds to that
particular polypeptide or epitope on a particular polypeptide without substantially
binding to any other polypeptide or polypeptide epitope.

Th term “solid phase” describes a non-aqueous matrix to which the antibody
of the present invention can adhere. Examples of solid phases encompassed herein
include those formed partially or entirely of glass (e.g., controlled pore glass),
polysaccharides (e.g., agarose), polyacrylamides, polystyrene, polyvinyl alcohol and
silicones. In certain embodiments, depending on the context, the solid phase can

hmprise the well of an assay plate; in others it is a purification column (e.g, an



10

15

20

25

30

P2026R1 &r » 9

affinity chromotography column). This term also includes a discontinuous solid
phase of discrete particles, such as those described in U.S. Patent No. 4,275,149.

"Humanized” forms of non-human (e.g., murine) antibodies are chimeric
immunoglobulins, immunoglobulin chains or fragments thereof (such as Fv, Fab,
Fab', F(ab’), or other antigen-binding subsequences of antibodies) of mostly human
sequences, which contain minimal sequence derived from non-human
immunoglobulin. For the most part, humanized antibodies are human
immunoglobulins (recipient antibody) in which residues from a hypervariable region
(also CDR) of the recipient are replaced by residues from a hypervariable region of a
non-human species (donor antibody) such as mouse, rat or rabbit having the desired
specificity, affinity, and capacity. In some instances, Fv framework region (FR)
residues of the human immunoglobulin are replaced by corresponding non-human
residues. Furthermore, “humanized antibodies” as used herein may also comprise
residues which are found neither in the recipient antibody nor the donor antibody.
These modifications are made to further refine and optimize antibody performance.
The humanized antibody optimally also will comprise at least a portion of an
immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human immunoglobulin.
For further details, see Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al,
Nature, 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992).

A “species-dependent antibody”, e.g. a mammalian anti-human IgE antibody,
is an antibody which has a stronger binding affinity for an antigen from a first
mammalian species than it has for a homologue of that antigen from a second
mammalian species. Normally, the species-dependent antibody “bind specifically” to
a human antigen (i.e., has a binding affinity (Kd) value of no more than about 1 x 10”7
M, alternatively no more than about 1 x. 10* M, alternatively no more than about 1 x.
10° M) but has a binding affinity for a homologus of the antigen from a second non-
human mammalian species which is at least about 50 fold, at least about 500 fold, or
at least about 1000 fold, waker than it binding affinity for the non-human antigen.
The species-dependent antibody can be of any of the various types of antibodies as
defined above, but preferably is a humanized or human antibody.

Antibody “effector functions” refer to those biological activities attributable to

the Fc region (a native sequence Fc region or amino acid sequence variant Fc region)
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of an antibody, and vary with the antibody isotype. Examples of antibody effector
functions include: Clq binding and complement dependent cytotoxicity; Fc receptor
binding; antibody—dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC); phagocytosis;
down regulation of cell surface receptors (e.g., B cell receptors); and B cell activation.

5 " Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity" or ADCC refers to a form of
cytotoxicity in which secreted Ig bound onto Fc receptors (FcRs) present on certain
cytotoxic cells (e.g., natural killer (NK) cells, neutrophils and macrophages) enable
these cytotoxic effector cells to bind specifically to an antigen-bearing target cell and
subsequently kill the target cell with cytotoxins. The antibodies "arm" the cytotoxic

10 cells and are required for killing of the target cell by this mechanism. The primary
cells for mediating ADCC, NK cells, express FcyRIII only, whereas monocytes
express FcyRI, FeyRII and FcyRIIL. Fc expression on hematopoietic cells is
summarized in Table 3 on page 464 of Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:
457-92 (1991). To assess ADCC activity of a molecule of interest, an in vitro ACDD

15 assay, such as that described in U.S. Patent No. 5,500,362 or 5,821,337 may be
performed.  Useful effector cells for such assays include peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and natural killer (NK) cells. Alternatively, or

additionally, ADCC activity of the molecule of interest may be assessed in vivo, e.g.,
in an animal model such as that disclosed in Clynes et al., PNAS USA 95:652-656
20 (1998). T -

"Fc receptor” or "FcR" describes a receptor that binds to the Fc region of an

antibody. The preferred FcR is a native sequence human FcR. Moreover, a preferred
FcR is one which binds an IgG antibody (a gamma receptor) and includes receptors of
the FeyRI, FeyRlIl, and FeyRIII subclasses, including allelic variants and alternatively
25  spliced forms of these receptors, FeyRII receptors include FeyRIIA (an "activating
receptor”) and FcyRIIB (an "inhibiting receptor"), which have similar amino acid
sequences that differ primarily in the cytoplasmic domains thereof. Activating
receptor FCyRIIA contains an immunoreceptor tyrosine-based activation motif
(ITAM) in its cytoplasmic domain. Inhibiting receptor FcyRIIB contains an
30 immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) in its cytoplasmic domain.
(see M. Daéron, Annu. Rev. Immunol 15:203-234 (1997). FcRs are reviewed in
Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92 (1991); Capel er al,

| T e
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Immunomethods 4: 25-34 (1994); and de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126: 330-41
(1995). Other FcRs, including those to be identified in the future, are encompassed
by the term "FcR" herein. The term also includes the neonatal receptor, FcRn, which
is responsible for the transfer of maternal 1gGs to the fetus. Guyer et al., J. Immunol.
117: 587 (1976) and Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994).

"Human effector cells" are leukocytes which express one or more FcRs and
perform effector functions. Preferably, the cells express at least FcyRIH and perform
ADCC effector function. Examples of human leukocytes which mediate ADCC
include peripheral blood mononuclear cells (PBMC), natural killer (NK) cells,
monocytes, cytotoxic T cells and neutrophils, with PBMCs and MNK cells being
preferred. The effector cells may be isolated from a native source, e.g., blood.

"Complement dependent cytotoxicity" of "CDC" refers to the lysis of a target
cell in the presence of complement. Activation of the classical complement pathway
is initiated by the binding of the first component of the complement system (C1q) to
antibodies (of the appropriate subclass) which are bound to their cognate antigen. To
assess complement activation, a CDC assay, e.g., as described in Gazzano-Santoro et
al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996), may be performed.

"Isolated” when used to describe the various polypeptides and antibodies
disclosed herein, means a polypeptide or antibody that has been identified, separated
and/or recovered from a component of its production environment. Preferably, the
isolated polypeptide is free of association with all other components from its
production environment. Contaminant components of its production environment,
such as that resulting from recombinant transfected cells, are materials that would
typically interfere with diagnostic or therapeutic uses for the polypeptide, and may
include enzymes, hormones, and other proteinaceous or non-proteinaceous solutes. In
preferred embodiments, the polypeptide will be purified (1) to a degree sufficient to
obtain at least 15 residues of N-terminal or internal amino acid sequence by use of a
spinning cup sequenator, or (2) to homogeneity by SDS-PAGE under non-reducing or
reducing conditions using Coomassie blue or, preferably, silver stain. Ordinarily,
however, an isolated polypeptide or antibody will be prepared by at least one

purification step.
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An "isolated" nucleic acid molecule encoding the polypeptides and antibodies
herein is a nucleic acid molecule that is identified and separated from at least one
contaminant nucleic acid molecule with which it is ordinarily associated in the
environment in which it was produced. Preferably, the isolated nucleic acid is free of
association with all components associated with the production environment. The
isolated nucleic acid molecules encoding the polypeptides and antibodies herein is in
a form other than in the form or setting in which it is found in nature. Isolated nucleic
acid molecules therefore are distinguished from nucleic acid encoding the
polypeptides and antibodies herein existing naturally in cells.

The term "control sequences" refers to DNA sequences necessary for the
expression of an operably linked coding sequence in a particular host organism. The
control sequences that are suitable for prokaryotes, for example, include a promoter,
optionally an operator sequence, and a ribosome binding site. Eukaryotic cells are
known to utilize promoters, polyadenylation signals, and enhancers.

Nucleic acid is "operably linked” when it is placed into a functional
relationship with another nucleic acid sequence. For example, DNA for a
presequence or secretory leader is operably linked to DNA for a polypeptide if it is
expressed as a preprotein that participates in the secretion of the polypeptide; a
promoter or enhancer is operably linked to a coding sequence if it affects the
transcription of the sequence; or a ribosome binding site is operably linked to a
coding sequence if it is positioned so as to facilitate translation. Generally, "operably
linked" means that the DNA sequences being linked are contiguous, and, in the case
of a secretory leader, contiguous and in reading phase. However, enhancers do not
have to be contiguous. Linking is accomplished by ligation at convenient restriction
sites. If such sites do not exist, the synthetic oligonucleotide adaptors or linkers are
used in accordance with conventional practice.

The term "epitope tagged” when used herein refers to a chimeric polypeptide
comprising a polypeptide or antibody described herein fused to a "tag polypeptide”.
The tag polypeptide has enough residues to provide an epitope against which an
antibody can be made, yet is short enough such that it does not interfere with activity
of the polypeptide to which it is fused. The tag polypeptide preferably also is fairly
unique so that the antibody does not substantially cross-react with other epitopes.
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Suitable tag polypeptides generally have at least six amino acid residues and usually
between about 8 and 50 amino acid residues (preferably, between about 10 and 20
amino acid residues).

As used herein, the term "immunoadhesin" designates antibody-like
molecules which combine the binding specificity of a heterologous protein (an
"adhesin") with the effector functions of immunoglobulin constant domains.
Structurally, the immunoadhesins comprise a fusion of an amino acid sequence with
the desired binding specificity which is other than the antigen recognition and binding
site of an antibody (i.e., is "heterologous"), and an immunoglobulin constant domain
sequence. The adhesin part of an immunoadhesin molecule typically is a contiguous
amino acid sequence comprising at least the binding site of a receptor or a ligand.
The immunoglobulin constant domain sequence in the immunoadhesin may be
obtained from any immunoglobulin, such as IgG-1, [gG-2, IgG-3, or IgG-4 subtypes,
IgA (including IgA-1 and IgA-2), IgE, IgD or IgM. The Ig fusions preferably include
the substitution of a domain of a polypeptide or antibody described herein in the place
of at least one variable region within an Ig molecule. In a particularly preferred
embodiment, the immunoglobulin fusion includes the hinge, CH2 and CH3, or the
hinge, CH1, CH2 and CH3 regions of an IgGl molecule. For the production of
immunoglobulin fusions see also US Patent No. 5,428,130 issued June 27, 1995.

A "stable" formulation is one in which the protein therein essentially retains
its physical and chemical stability and integrity upon storage. Various analytical
techniques for measuring protein stability are available in the art and are reviewed in
Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc.,
New York, New York, Pubs. (1991) and Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90
(1993). Stability can be measured at a selected temperature for a selected time period.
For rapid screening, the formulation may be kept at 40°C for 2 weeks to 1 month, at
which time stability is measured. Where the formulation is to be stored at 2-8°C,
generally the formulation should be stable at 30°C or 40°C for at least 1 month and/or
stable at 2-8°C for at least 2 years. Where the formulation is to be stored at 30°C,
generally the formulation should be stable for at least 2 years at 30°C and/or stable at
40°C for at least 6 months. For example, the extent of aggregation during storage can

be used as an indicator of protein stability. Thus, a "stable” formulation may be one
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wherein less than about 10% and preferably less than about 5% of the protein are
present as an aggregate in the formulation. In other embodiments, any increase in
aggregate formation during storage of the formulation can be determined.

A “‘reconstituted” formulation is one which has been prepared by dissolving a
lyophilized protein or antibody formulation in a diluent such that the protein
throughout. The reconstituted formulation is suitable for administration (e.g.
parenteral administration) to a patient to be treated with the protein of interest and, in
certain embodiments of the invention, may be one which is suitable for subcutaneous
administration.

An "isotonic" formulation is one which has essentially the same osmotic
pressure as human blood. Isotonic formulations will generally have an osmotic
pressure from about 250 to 350 mOsm. The term “hypotonic” describes a
formulation with an osmotic pressure below that of human blood. Correspondingly,
the term “hypertonic” is used to describe a formulation with an osmotic pressure
above that of human blood. Isotonicity can be measured using a vapor pressure or
ice-freezing type osmometer, for example. The formulations of the present invention
are hypertonic as a result of the addition of salt and/or buffer.

A "reconstituted" formulation is one which has been prepared by dissolving a
lyophilized protein formulation in a diluent such that the protein is dispersed in the
reconstituted formulation. The reconstituted formulation is suitable for
administration {(e.g parenteral administration) to a patient to be treated with the
protein of interest and, in certain embodiments of the invention, may be one which is
suitable for subcutaneous administration.

A “pharmaceutically acceptable acid” includes inorganic and organic acids
which are non toxic at the concentration and manner in which they are formulated.
For example, suitable inorganic acids include hydrochloric, perchloric, hydrobromic,
hydroiodic, nitric, sulfuric, sulfonic, sulfinic, sulfanilic, phosphoric, carbonic, etc.
Suitable organic acids include straight and branched-chain alkyl, aromatic, cyclic,
cyloaliphatic, arylaliphatic, heterocyclic, saturated, unsaturated, mono, di- and tri-
carboxytic, including for example, formic, acetic, 2-hydroxyacetic, trifluoroacetic,
phenylacetic, trimethylacetic, ¢-butyl acetic, anthranilic, propanocic, 2-

hydroxypropanoic, 2-oxopropanoic, propandioic, cyclopentanepropionic,
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cyclopentane propionic, 3-phenylpropionic, butanoic, butandioic, benzoic, 3-(4-
hydroxybenzoyl)benzoic, 2-acetoxy-benzoic, ascorbic, cinnamic, lauryl sulfuric,
stearic, muconic, mandelic, succinic, embonic, fumaric, malic, maleic,
hydroxymaleic, malonic, lactic, citric, tartaric, glycolic, glyconic, gluconic, pyruvic,
glyoxalic, oxalic, mesylic, succinic, salicylic, phthalic, palmoic, palmeic, thiocyanic,
methanesulphonic, ethanesulphonic, 1,2-ethanedisulfonic, 2-hydroxyethanesulfonic,
benzenesulphonic, 4-chorobenzenesulfonic, napthalene-2-sulphonic, p-
toluenesulphonic, camphorsulphonic, 4-methylbicyclo[2.2.2]-oct-2-ene-1-carboxylic,
glucoheptonic, 4,4’-methylenebis-3-(hydroxy-2-ene-1-carboxylic acid),
hydroxynapthoic.

“Pharmaceutically-acceptable bases” include inorganic and organic bases
were are non-toxic at the concentration and manner in which they are formulated. For
example, suitable bases include those formed from inorganic base forming metals
such as lithium, sodium, potassium, magnesium, calcium, ammonium, iron, zinc,
copper, manganese, aluminum, N-methylglucamine, morpholine, piperidine and
organic nontoxic bases including, primary, secondary and tertiary amine, substituted
amines, cyclic amines and basic ion exchange resins, [e.g., N(R’)," (where R’ is
independently H or C,, alkyl, e.g., ammonium, Tris)], for example, isopropylamine,
trimethylamine, diethylamine, triethylamine, tripropylamine, ethanolamine, 2-
diethylaminoethanol, trimethamine, dicyclohexylamine, lysine, arginine, histidine,
caffeine, procaine, hydrabamine, choline, betaine, ethylenediamine, glucosamine,
methylglucamine, theobromine, purines, piperazine, piperidine, N-ethylpiperidine,
polyamine resins and the like. Particularly preferred organic non-toxic bases are
isopropylamine, diethylamine, ethanolamine, trimethamine, dicyclohexylamine,
choline, and caffeine.

Additional pharmaceutically acceptable acids and bases useable with the
present invention include those which are derived from the amino acids, for example,
histidine, glycine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, lysine and asparagine.

“Pharmaceutically acceptable” buffers and salts include those derived from
both acid and base addition salts of the above indicated acids and bases. Specific

buffers and or salts include histidine, succinate and acetate.
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A "lyoprotectant” is a molecule which, when combined with a protein of
interest, significantly prevents or reduces chemical and/or physical instability of the
protein upon lyophilization and subsequent storage. Exemplary lyoprotectants
include sugars and their corresponding sugar alchohols; an amino acid such as
monosodium glutamate or histidine; a methylamine such as betaine; a lyotropic salt
such as magnesium sulfate; a polyol such as trihydric or higher molecular weight
sugar alcohols, e.g. glycerin, dextran, erythritol, glycerol, arabitol, xylitol, sorbitol,
and mannitol; propylene glycol; polyethylene glycol; Pluronics®; and combinations
thereof. Additional exemplary lyoprotectants include glycerin and gelatin, and the
sugars mellibiose, melezitose, raffinose, mannotriose and stachyose. Examples of
reducing sugars include glucose, maltose, lactose, maltulose, iso-maltulose and
lactulose. Examples of non-reducing sugars include non-reducing glycosides of
polyhydroxy compounds selected from sugar alcohols and other straight chain
polyalcohols.  Preferred sugar alcohols are monoglycosides, especially those
compounds obtained by reduction of disaccharides such as lactose, maltose, lactulose
and maltulose. The glycosidic side group can be either glucosidic or galactosidic.
Additional examples of sugar alcohols are glucitol, maltitol, lactitol and iso-
maltulose. The preferred lyoprotectant are the non-reducing sugars trehalose or
SUCTOSE.

The lyoprotectant is added to the pre-lyophilized formulation in a
“lyoprotecting amount” which means that, following lyophilization of the protein in
the presence of the lyoprotecting amount of the lyoprotectant, the protein essentially
retains its physical and chemical stability and integrity upon lyophilization and
storage.

In preparing the reduced viscosity formulations of the invention, care should
be taken using the above enumerated excipients as well as other additives, especially
when added at high concentration, so as to not increase the viscosity of the
formulation.

A "pharmaceutically acceptable sugar" is a molecule which, when combined
with a protein of interest, significantly prevents or reduces chemical and/or physical
instability of the protein upon storage. When the formulation is intended to be

lyophilized and then reconstituted, “pharmaceutically acceptable sugars” may also be
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known as a “lyoprotectant”. Exemplary sugars and their corresponding sugar
alcohols includes: an amino acid such as monosodium glutamate or histidine; a
methylamine such as betaine; a lyotropic salt such as magnesium sulfate; a polyol
such as trihydric or higher molecular weight sugar alcohols, e.g. glycerin, dextran,
erythritol, glycerol, arabitol, xylitol, sorbitol, and mannitol; propylene glycol;
polyethylene glycol; Pluronics®; and combinations thereof. Additional exemplary
lyoprotectants include glycerin and gelatin, and the sugars mellibiose, melezitose,
raffinose, mannotriose and stachyose. Examples of reducing sugars include glucose,
maltose, lactose, maltulose, iso-maltulose and lactulose. Examples of non-reducing
sugars include non-reducing glycosides of polyhydroxy compounds selected from
sugar alcohols and other straight chain polyalcohols. Preferred sugar alcohols are
monoglycosides, especially those compounds obtained by reduction of disaccharides
such as lactose, maltose, lactulose and maltulose. The glycosidic side group can be
either glucosidic or galactosidic. Additional examples of sugar alcohols are glucitol,
maltitol, lactitol and iso-maltulose. The preferred pharmaceutically-acceptable sugars
are the non-reducing sugars trehalose or sucrose.

Pharmaceutically acceptable sugars are added to the formulation in a
"protecting amount” (e.g. pre-lyophilization) which means that the protein essentially
retains its physical and chemical stability and integrity during storage (e.g., after
reconstitution and storage).

The "diluent" of interest herein is one which is pharmaceutically acceptable
(safe and non-toxic for administration to a human) and is useful for the preparation of
a liqguid formulation, such as a formulation reconstituted after lyophilization.
Exemplary diluents include sterile water, bacteriostatic water for injection (BWFI), a
pH buffered solution (e.g. phosphate-buffered saline), sterile saline solution, Ringer's
solution or dextrose solution. In an alternative embodiment, diluents can include
aqueous solutions of salts and/or buffers.

A "preservative" is a compound which can be added to the formulations
herein to reduce bacterial activity. The addition of a preservative may, for example,
facilitate the production of a multi-use (multiple-dose) formulation. Examples of
potential preservatives include octadecyldimethylbenzyl ammonium chloride,

hexamethonium  chloride,  benzalkonium  chloride (a2  mixture of
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alkylbenzyldimethylammonium chlorides in which the alky! groups are long-chain
compounds), and benzethonium chloride. Other types of preservatives include
aromatic alcohols such as phenol, butyl and benzyl alcohol, alkyl parabens such as
methyl or propyl paraben, catechol, resorcinol, cyclohexanol, 3-pentanol, and m-
cresol. The most preferred preservative herein is benzyl alcohol.

"Treatment” refers to both therapeutic treatment and prophylactic or
preventative measures. Those in need of treatment include those already with the
disorder as well as those in which the disorder is to be prevented.

"Mammal" for purposes of treatment refers to any animal classified as a
mammal, including humans, domestic and farm animals, and zoo, sports, or pet
animals, such as dogs, horses, rabbits, cattle, pigs, hamsters, gerbils, mice, ferrets,
rats, cats, efc. Preferably, the mammal is human.

A "disorder" is any condition that would benefit from treatment with the
protein. This includes chronic and acute disorders or diseases including those
pathological conditions which predispose the mammal to the disorder in question.
Non-limiting examples of disorders to be treated herein include carcinomas and
allergies.

A “therapeutically effective amount” is at least the minimum concentration
required to effect a measurable improvement or prevention of a particular disorder.
Therapeutically effective amounts of known proteins are well known in the art, while
the effective amounts of proteins hereinafter discovered may be determined by
standard techniques which are well within the skill of a skilled artisan, such as an
ordinary physician.

“Viscosity” as used herein may be “kinematic viscosity” or “absolute
viscosity,” “Kinematic viscosity” is a measure of the resistive flow of a fluid under
the influence of gravity. When two fluids of equal volume are placed in identical
capillary viscometers and allowed to flow by gravity, a viscous fluid takes longer than
a less viscous fluid to flow through the capillary. If one fluid takes 200 seconds to
complete its flow and another fluid takes 400 seconds, the second fluid is twice as
viscous as the first on a kinematic viscosity scale. “Absolute viscosity”, sometimes
called dynamic or simple viscosity, is the product of kinematic viscosity and fluid

density:
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Absolute Viscosity = Kinematic Viscosity x Density
The dimension of kinematic viscosity is L/T where L is a length and T is a time.
Commonly, kinematic viscosity is expressed in centistokes (cSt). The SI unit of
kinematic viscosity is mm?/s, which is 1 ¢St. Absolute viscosity is expressed in units
of centipoise (cP). The SI unit of absolute viscosity is the milliPascal-second (mPa-s),
where 1 cP = 1 mPa-s.

An “antihistamine” as used herein is an agent that antagonizes the
physiological effect of histamine. The binding of histamine to its receptors, H, and
H, results in the characteristic allergic symptoms and effects or itching, redness,
swelling efc. Many antihistamines act by blocking the binding of histamine to its
receptors, H1, H2; however others are believed to operate by inhibiting the release of
histamine. Examples of antihistamines are chlorpheniramine, diphenhydramine,
promethazine, cromolyn sodium, astemizole, azatadine maleate, bropheniramine
maleate, carbinoxamine maleate, cetirizine hydrochloride, clemastine fumarate,
cyproheptadine hydrochloride, dexbrompheniramine maleate, dexchlorpheniramine
maleate, dimenhydrinate, diphenhydramine hydrochloride, doxylamine succinate,
fexofendadine  hydrochloride,  terphenadine  hydrochloride,  hydroxyzine
hydrochloride, loratidine, meclizine hydrochloride, tripelannamine citrate,
tripelennamine hydrochloride, triprolidine hydrochloride.

A “bronchodilator” as used herein, describes agents that antagonizes or
reverses bronchoconstriction, a physiological event that occurs typically in early
phase asthmatic reactions resulting in decreased lung capacity and shortness of
breadth. Example bronchodilators include epinephrine, a broad acting alpha and beta-
adrenergic, and the beta-adrenergics albuterol, pirbuterol, metaproterenol, salmeterol,
and isoetharine. Bronchodilation can also be achieved through administration of
xanthines, including aminophylline and theophylline.

A “glucocorticoid” as used herein describes steroidal based agents having
anti-inflammatory acitivity. Glucocorticoid are commonly used to attenuate late
phase asthmatic reaction. Example glucocorticoids include, prednisone,
beclomethasone dipropionate, triamcinolone acetonide, flunisolide, betamethasone,

budesonide, dexamethasone, fludrocortisone acetate, flunisolide, fluticasone
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propionate, hydrocortisone, methylprednisolone, prednisolone, prednisone and
triamcinolone.

A “non-steroidal anti-inflammatory drug” or *“NSAID”, as used herein
describes agents having anti-inflammatory activity that are not steroidal based.
Example NSAID’s include acetaminophen, aspirin, bromfenac sodium, diclofenac
sodium, diflunisal, etodolac, fenoprofen calcium, flurbiprofen, ibuprofen,
indomethacin, ketoprofen, meclofenamate sodium, mefenamic acid, nabumetone,
naproxen, naproxen sodium, oxyphenbutazone, phenylbutzone, piroxicam, sulindac,

tolmetin sodium.

IL Modes for Carrying out the Invention
A. Polypeptide and Antibody Preparation

The following description relates primarily to production of the polyeptides
or antibodies described herein by culturing cells transformed or transfected with a
vector containing nucleic acid encoding the same and purification of the resulting
protein or antibody. It is, of course, contemplated that alternative methods, which are
well known in the art, may be employed to prepare such polypeptides or antibodies.
For instance, such sequences, or portions thereof, may be produced by direct peptide
synthesis using solid-phase techniques [see, e.g., Stewart et al., Solid-Phase Peptide
Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, /. Am. Chem.
Soc., 85:2149-2154 (1963)]. In vitro protein synthesis may be performed using
manual techniques or by automation. Automated synthesis may be accomplished, for
instance, using an Applied Biosystems Peptide Synthesizer (Foster City, CA) using
manufacturer's instructions. Various portions of the proteins or antibodies described
herein may be chemically synthesized separately and combined using chemical or

enzymatic methods.
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1. Isolation of DNA encoding the proteins described herein

DNA encoding the proteins described herein may be obtained from a cDNA
library prepared from tissue believed to possess the corresponding mRNA and to
express it at a detectable level. Accordingly, such human protein-encoding DNA can
be conveniently obtained from a cDNA library prepared from human tissue, such as
described in the Examples. The protein-encoding gene may also be obtained from a
genomic library or by known synthetic procedures (e.g., automated nucleic acid
synthesis).

Libraries can be screened with probes (such as oligonucleotides of at least
about 20-80 bases) designed to identify the gene of interest. Screening the cDNA or
genomic library with the selected probe may be conducted using standard procedures,
such as described in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). An alternative means to
isolate the gene encoding the desired gene is to use PCR methodology [Sambrook et
al., supra, Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1995)].

The Examples below describe techniques for screening a cDNA library. The
oligonucleotide sequences selected as probes should be of sufficient length and
sufficiently unambiguous that false positives are minimized. The oligonucleotide is
preferably labeled such that it can be detected upon hybridization to DNA in the
library being screened. Methods of labeling are well known in the art, and include the
use of radiolabels like **P-labeled ATP, biotinylation or enzyme labeling.
Hybridization conditions, including moderate stringency and high stringency, are
provided in Sambrook ef al., supra.

Sequences identified in such library screening methods can be compared and
aligned to other known sequences deposited and available in public databases such as
Genbank or other private sequence databases. Sequence identity (at either the amino
acid or nucleotide level) within defined regions of the molecule or across the full-
length sequence can be determined using methods known in the art and as described
herein.

Nucleic acid having protein coding sequence may be obtained by screening

selected cDNA or genomic libraries using the deduced amino acid sequence disclosed
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herein for the first time, and, if necessary, using conventional primer extension
procedures as described in Sambrook e al., supra, to detect precursors and processing

intermediates of mRNA that may not have been reverse-transcribed into cDNA.

2. Selection and Transformation of Host Cells

Host cells are transfected or transformed with expression or cloning vectors
containing the proteins or antibodies described herein for production and cultured in
conventional nutrient media modified as appropriate for inducing promoters, selecting
transformants, or amplifying the genes encoding the desired sequences. The culture
conditions, such as media, temperature, pH and the like, can be selected by the skilled
artisan without undue experimentation. In general, principles, protocols, and practical
techniques for maximizing the productivity of cell cultures can be found in
Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press,
1991) and Sambrook et al., supra.

Methods of eukaryotic cell transfection and prokaryotic cell transformation
are known to the ordinarily skilled artisan, for example, CaCl,, CaPO,, liposome-
mediated and electroporation. Depending on the host cell used, transformation is
performed using standard techniques appropriate to such cells. The calcium treatment
employing calcium chloride, as described in Sambrook et al, supra, or
electroporation is generally used for prokaryotes. Infection with Agrobacterium
tumefaciens is used for transformation of certain plant cells, as described by Shaw et
al., Gene, 23:315 (1983) and WO 89/05859 published 29 June 1989. For mammalian
cells without such cell walls, the calcium phosphate precipitation method of Graham
and van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978) can be employed. General aspects of
mammalian cell host system transfections have been described in U.S. Patent No.
4,399,216. Transformations into yeast are typically carried out according to the
method of Van Solingen ef al., J Bact., 130:946 (1977) and Hsiao et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). However, other methods for introducing DNA
into cells, such as by nuclear microinjection, electroporation, bacterial protoplast
fusion with intact cells, or polycations, e.g., polybrene, polyornithine, may also be

used. For various techniques for transforming mammalian cells, see Keown et al,
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Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990) and Mansour et al., Nature, 336:348-
352 (1988).

Suitable host cells for cloning or expressing the DNA in the vectors herein
include prokaryote, yeast, or higher eukaryote cells. Suitable prokaryotes include but
are not limited to eubacteria, such as Gram-negative or Gram-positive organisms, for
example, Enterobacteriaceae such as E. coli. Various E. coli strains are publicly
available, such as E. coli K12 strain MM294 (ATCC 31,446); E. coli X1776 (ATCC
31,537); E. coli strain W3110 (ATCC 27,325) and K5 772 (ATCC 53,635). Other
suitable prokaryotic host cells include Enterobacteriaceae such as Escherichia, e.g.,
E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, e.g., Salmonella
typhimurium, Serratia, e.g., Serratia marcescans, and Shigella, as well as Bacilli such
as B. subtilis and B. licheniformis (e.g., B. licheniformis 41P disclosed in DD 266,710
published 12 April 1989), Pseudomonas such as P. aeruginosa, and Streptomyces.
These examples are illustrative rather than limiting. Strain W3110 is one particularly
preferred host or parent host because it is a common host strain for recombinant DNA
product fermentations. Preferably, the host cell secretes minimal amounts of
proteolytic enzymes. For example, strain W3110 may be modified to effect a genetic
mutation in the genes encoding proteins endogenous to the host, with examples of
such hosts including E. coli W3110 strain 1A2, which has the complete genotype
tonA ; E. coli W3110 strain 9E4, which has the complete genotype tond ptr3; E. coli
W3110 strain 27C7 (ATCC 55,244), which has the complete genotype fond pir3
phodA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan™; E. coli W3110 strain 37D6, which has the
complete genotype tond ptr3 phoA EI15 (argF-lac)169 degP ompT rbs7 ilvG kan',
E. coli W3110 strain 40B4, which is strain 37D6 with a non-kanamycin resistant
degP deletion mutation; and an E. coli strain having mutant periplasmic protease
disclosed in U.S. Patent No. 4,946,783 issued 7 August 1990. Alternatively, in virro
methods of cloning, e.g, PCR or other nucleic acid polymerase reactions, are
suitable.

In addition to prokaryotes, eukaryotic microbes such as filamentous fungi or
yeast are suitable cloning or expression hosts for vectors encoding the proteins or
antiobodies described herein. Saccharomyces cerevisiae is a commonly used lower

eukaryotic host microorganism. Others include Schizosaccharomyces pombe (Beach
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and Nurse, Nature, 290:140 [1981]; EP 139,383 published 2 May 1985);
Kluyveromyces hosts (U.S. Patent No. 4,943,529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-
975 (1991)) such as, e.g., K lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt et
al., J Bacteriol., 154(2): 737-42 [1983)), K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus
(ATCC 16,045), K wickeramii (ATCC 24,178), K waltii (ATCC 56,500), K
drosophilarum (ATCC 36,906, Van den Berg ef al., Bio/Technology, 8:135 (1990)),
K. thermotolerans, and K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP
183,070; Sreekrishna et al., J Basic Microbiol., 28:265-278 [1988]); Candida,
Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]); Schwanniomyces such as Schwanniomyces
occidentalis (EP 394,538 published 31 October 1990); and filamentous fungi such as,
e.g., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 published 10 January
1991), and Aspergillus hosts such as A. nidulans (Ballance ef al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 112:284-289 [1983]; Tilburn et al., Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]) and A. niger (Kelly and
Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]). Methylotropic yeasts are suitable herein and
include, but are not limited to, yeast capable of growth on methanol selected from the
genera consisting of Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces,
Torulopsis, and Rhodotorula. A list of specific species that are exemplary of this
class of yeasts may be found in C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269
(1982).

Suitable host cells for the expression of glycosylated form of the polypeptides
and antibodies described herein are derived from multicellular organisms. Examples
of invertebrate cells include insect cells such as Drosophila S2 and Spodoptera Sf9, as
well as plant cells. Examples of useful mammalian host cell lines include Chinese
hamster ovary (CHO) and COS cells. More specific examples include monkey
kidney CV1 line transformed by SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); human
embryonic kidney line (293 or 293 cells subcloned for growth in suspension culture,
Graham et al., J Gen Virol., 36:59 (1977)); Chinese hamster ovary cells/-DHFR
(CHO, Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 77:4216 (1980)); mouse
sertoli cells (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); human lung cells
(W138, ATCC CCL 75); human liver cells (Hep G2, HB 8065); and mouse mammary
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tumor (MMT 060562, ATCC CCL51). The selection of the appropriate host cell is
deemed to be within the skill in the art.

3. Selection and Use of a Replicable Vector

The nucleic acid (e.g., ¢DNA or genomic DNA) encoding the polypeptides
and antibodies described herein may be inserted into a replicable vector for cloning
(amplification of the DNA) or for expression. Various vectors are publicly available.
The vector may, for example, be in the form of a plasmid, cosmid, viral particle, or
phage. The appropriate nucleic acid sequence may be inserted into the vector by a
variety of procedures. In general, DNA is inserted into an appropriate restriction
endonuclease site(s) using techniques known in the art. Vector components generaily
include, but are not limited to, one or more of a signal sequence, an origin of
replication, one or more marker genes, an enhancer element, a promoter, and a
transcription termination sequence. Construction of suitable vectors containing one
or more of these components employs standard ligation techniques which are known
to the skilled artisan.

Recombinant production of the polypeptides or antibodies may be
accomplished not only directly, but also as a fusion polypeptide with a heterologous
polypeptide. The heterologous portion may be a signal sequence or other polypeptide
having a specific cleavage site at the N-terminus of the mature protein or polypeptide.
In general, the signal sequence may be a component of the vector, or it may be a part
of the DNA encoding the polypeptide or antibody that is inserted into the vector. The
signal sequence may be a prokaryotic signal sequence selected, for example, from the
group of the alkaline phosphatase, penicillinase, Ipp, or heat-stable enterotoxin II
leaders. For yeast secretion the signal sequence may be, e.g., the yeast invertase
leader, alpha factor leader (including Saccharomyces and Kluyveromyces a-factor
leaders, the latter described in U.S. Patent No. 5,010,182), or acid phosphatase leader,
the C. albicans glucoamylase leader (EP 362,179 published 4 April 1990), or the
signal described in WO 90/13646 published 15 November 1990. In mammalian cell
expression, mammalian signal sequences may be used to direct secretion of the
protein, such as signal sequences from secreted polypeptides of the same or related

species, as well as viral secretory leaders.
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Both expression and cloning vectors contain a nucleic acid sequence that
enables the vector to replicate in one or more selected host cells. Such sequences are
well known for a variety of bacteria, yeast, and viruses. The origin of replication
from the plasmid pBR322 is suitable for most Gram-negative bacteria, the 2y plasmid
origin is suitable for yeast, and various viral origins (SV40, polyoma, adenovirus,
VSV or BPV) are useful for cloning vectors in mammalian cells.

Expression and cloning vectors will typically contain a selection gene, also
termed a selectable marker. Typical selection genes encode proteins that (a) confer
resistance to antibiotics or other toxins, e.g., ampicillin, neomycin, methotrexate, or
tetracycline, (b} complement auxotrophic deficiencies, or (c) supply critical nutrients
not available from complex media, e.g., the gene encoding D-alanine racemase for
Bacilli.

An example of suitable selectable markers for mammalian cells are those that
enable the identification of cells competent to take up the DNA sequence encoding
the polypeptides or antibodies described herein, such as DHFR or thymidine kinase.
An appropriate host cell when wild-type DHFR is employed is the CHO cell line
deficient in DHFR activity, prepared and propagated as described by Urlaub et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 77:4216 (1980). A suitable selection gene for use in
yeast is the trpl gene present in the yeast plasmid YRp7 [Stinchcomb et al., Nature,
282:39 (1979); Kingsman ef al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157
(1980)]. The #zp] gene provides a selection marker for a mutant strain of yeast
lacking the ability to grow in tryptophan, for example, ATCC No. 44076 or PEP4-1
[Jones, Genetics, 85:12 (1977)).

Expression and cloning vectors usually contain a promoter operably linked to
the such DNA sequences to direct mRNA synthesis. Promoters recognized by a
variety of potential host cells are well known. Promoters suitable for use with
prokaryotic hosts include the B-lactamase and lactose promoter systems [Chang et al.,
Nature, 275.615 (1978); Goeddel et al, Nature, 281:544 (1979)], alkaline
phosphatase, a tryptophan (trp) promoter system [Goeddel, Nucleic Acids Res.,
8:4057 (1980); EP 36,776], and hybrid promoters such as the tac promoter [deBoer et
al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 80:21-25 (1983)]. Promoters for use in bacterial
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systems also will contain a Shine-Dalgarno (S.D.) sequence operably linked to such
DNA sequences.

Examples of suitable promoting sequences for use with yeast hosts include the
promoters for 3-phosphoglycerate kinase [Hitzeman ef al., J. Biol. Chem., 255:2073
(1980)] or other glycolytic enzymes [Hess et al., J Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968);
Holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], such as enolase, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, hexokinase, pyruvate decarboxylase, phosphofructokinase, glucose-6-
phosphate isomerase, 3-phosphoglycerate mutase, pyruvate kinase, triosephosphate
isomerase, phosphoglucose isomerase, and glucokinase.

Other yeast promoters, which are inducible promoters having the additional
advantage of transcription controlled by growth conditions, are the promoter regions
for alcohol dehydrogenase 2, isocytochrome C, acid phosphatase, degradative
enzymes associated with nitrogen metabolism, metallothionein, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, and enzymes responsible for maltose and galactose
utilization. Suitable vectors and promoters for use in yeast expression are further
described in EP 73,657.

Transcription from vectors in mammalian host cells may be controlled, for
example, by promoters obtained from the genomes of viruses such as polyoma virus,
fowlpox virus (UK 2,211,504 published 5 July 1989), adenovirus (such as
Adenovirus 2), bovine papilloma virus, avian sarcoma virus, cytomegalovirus, a
retrovirus, hepatitis-B virus and Simian Virus 40 (SV40), from heterologous
mammalian promoters, e.g., the actin promoter or an immunoglobulin promoter, and
from heat-shock promoters, provided such promoters are compatible with the host
ceil systems.

Transcription of nucleic acid encoding the polypeptides or antibodies herein
by higher eukaryotes may be increased by inserting an enhancer sequence into the
vector. Enhancers are cis-acting elements of DNA, usually about from 10 to 300 bp,
that act on a promoter to increase its transcription. Many enhancer sequences are now
known from marmalian genes (globin, elastase, albumin, a-fetoprotein, and insulin).
Typically, however, one will use an enhancer from a eukaryotic cell virus. Examples
include the SV40 enhancer on the late side of the replication origin (bp 100-270), the

cytomegalovirus early promoter enhancer, the polyoma enhancer on the late side of
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the replication origin, and adenovirus enhancers. The enhancer may be spliced into
the vector at a position 5' or 3' to the coding sequence, but is preferably located at a
site 5' from the promoter.

Expression vectors used in eukaryotic host cells (yeast, fungi, insect, plant,
animal, human, or nucleated cells from other multicellular organisms) will also
contain sequences necessary for the termination of transcription and for stabilizing the
mRNA. Such sequences are commonly available from the 5' and, occasionaily 3',
untranslated regions of eukaryotic or viral DNAs or cDNAs. These regions contain
nucleotide segments transcribed as polyadenylated fragments in the untranslated
portion of the mRNA encoding the polypeptides or antibodies described herein.

Still other methods, vectors, and host cells suitable for adaptation to the
synthesis of the polypeptide or antibodies described herein in recombinant vertebrate
cell culture are described in Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al.,
Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; and EP 117,058.

4. Detecting Gene Amplification/Expression

Gene amplification and/or expression may be measured in a sample directly,
for example, by conventional Southern blotting, Northern blotting to quantitate the
transcription of mRNA [Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)],
dot blotting (DNA analysis), or in sifu hybridization, using an appropriately labeled
probe, based on the sequences provided herein. Alternatively, antibodies may be
employed that can recognize specific duplexes, including DNA duplexes, RNA
duplexes, and DNA-RNA hybrid duplexes or DNA-protein duplexes. The antibodies
in tum may be labeled and the assay may be carried out where the duplex is bound to
a surface, so that upon the formation of duplex on the surface, the presence of
antibody bound to the duplex can be detected.

Gene expression, alternatively, may be measured by immunological methods,
such as immunohistochemical staining of cells or tissue sections and assay of cell
culture or body fluids, to quantitate directly the expression of gene product.
Antibodies useful for immunohistochemical staining and/or assay of sample fluids
may be either monoclonal or polyclonal, and may be prepared in any mammal.

Conveniently, the antibodies may be prepared against the polypeptides described
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herein or against a synthetic peptide based on the DNA sequences provided herein or
against exogenous sequence fused to DNA encoding such polypeptides and
antibodies and encoding a specific antibody epitope.

5. Purification of Polypeptide

Forms of may be recovered from culture medium or from host cell lysates. If
membrane-bound, it can be released from the membrane using a suitable detergent
solution (e.g. Triton-X 100) or by enzymatic cleavage. Cells employed in expression
of the polypeptides or antibodies described herein can be disrupted by various
physical or chemical means, such as freeze-thaw cycling, sonication, mechanical
disruption, or cell lysing agents.

It may be desired to purify the polypeptides or antibodies described herein
from recombinant cell proteins or other polypeptides. The following procedures are
exemplary of suitable purification procedures: by fractionation on an ion-exchange
column; ethanol precipitation; reverse phase HPLC; chromatography on silica or on a
cation-exchange resin such as DEAE; chromatofocusing; SDS-PAGE; ammonium
sulfate precipitation; gel filtration using, for example, Sephadex G-75; protein A
Sepharose columns to remove contaminants such as IgG; and metal chelating
columns to bind epitope-tagged forms of the polypeptide or antibody. Various
methods of protein purification may be employed and such methods are known in the
art and described for example in Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990),
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York
(1982). The purification step(s) selected will depend, for example, on the nature of
the production process used and the particular polypeptide or antibody produced.

B. Antibody preparation

In certain embodiments of the invention, the protein of choice is an antibody.
Techniques for the production of antibodies, including polyclonal, monoclonal,

humanized, bispecific and heteroconjugate antibodies follow.

1) Polyclonal antibodies.
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Polyclonal antibodies are generally raised in animals by multiple
subcutaneous (sc) or intraperitoneal (ip) injections of the relevant antigen and an
adjuvant. [t may be useful to conjugate the relevant antigen to a protein that is
immunogenic in the species to be immunized, e.g., keyhole limpet hemocyanin
(KLH), serum albumin, bovine thyroglobulin, or soybean trypsin inhibitor, using a
bifunctional or derivatizing agent, e.g., maleimidobenzoyl sulfosuccinimide ester
(conjugation through cysteine residues), N-hydroxysuccinimide (through Llysien
residues), glutaraldehyde, succinic anhydride, SOCI,, or R'N=C=NR, where R and R'
are independently lower alkyl groups.. Examples of adjuvants which may be
employed include Freund’s complete adjuvant and MPL-TDM adjuvant
(monophosphoryl Lipid A, synthetic trehalose dicorynomycolate). The immunization
protocol may be selected by one skilled in the art without undue experimentation.

The animals are immunized against the antigen, immunogenic conjugates, or
derivatives by combining, e.g., 100 ug or 5 ug or the protein or conjugate (for rabbits
or mice, respectively) with 3 volumes of Freund’s complete adjuvant and injecting
the solution intradermally at multiple sites. One month later, the animals are boosted
with 1/5 to 1/10 the original amount of peptide or conjugate in Freund’s complete
adjuvant by subcutaneous injection at multiple sites. Seven to fourteen days later, the
animals are bled and the serum is assayed for antibody titer. Animals are boosted
until the titer plateaus. Conjugates also can be made in recombinant cell culture as
protein fusions. Also, aggregating agents such as alum are suitable used to enhance

the immune response.

2) Monoclonal antibodies.

Monoclonal antibodies are obtained from a population of substantially
homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodies comprising the population are
identical except for possible naturally occurring mutations and/or post-tfranslational
modifications (e.g., isomerizations, amidations) that may be present in minor
amounts. Thus, the modifier "monoclonal” indicates the character of the antibody as

not being a mixture of discrete antibodies.
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For example, the monoclonal antibodies may be made using the hybridoma
method first described by Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), or may be made by
recombinant DNA methods (U.S. Patent No. 4,816,567).

In the hybridoma method, a mouse or other appropriate host animal, such as a
hamster, is immunized as hereinabove described to elicit lymphocytes that produce or
are capable of producing antibodies that will specifically bind to the protein used for
immunization. Alternatively, lymphocytes may be immunized in vitro. Lymphocytes
then are fused with myeloma cells using a suitable fusing agent, such as polyethylene
glycol, to form a hybridoma cell (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986).

The immunizing agent will typically include the antigenic protein or a fusion
variant thereof. Generally either peripheral blood lymphocytes (“PBLs”) are used if
cells of human origin are desired, or spleen cells or lymph node cells are used if non-
human mammalian sources are desired. The lymphoctyes are then fused with an
immortalized cell line using a suitable fusing agent, such as polyethylene glycol, to
form a hybridoma cell. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
Academic Press (1986), pp. 59-103.

Immortalized cell lines are usually transformed mammalian cell, particularly
myeloma cells of rodent, bovine and human origin. Usually, rat or mouse myeloma
cell lines are employed. The hybridoma cells thus prepared are seeded and grown in a
suitable culture medium that preferably contains one or more substances that inhibit
the growth or survival of the unfused, parental myeloma cells. For example, if the
parental myeloma celils lack the enzyme hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase (HGPRT or HPRT), the culture medium for the hybridomas typically will
include hypoxanthine, aminopterin, and thymidine (HAT medium), which substances
prevent the growth of HGPRT-deficient celis.

Preferred immortalized myeloma cells are those that fuse efficiently, support
stable high-level production of antibody by the selected antibody-producing cells, and
are sensitive to a medium such as HAT medium. Among these, preferred are murine
myeloma lines, such as those derived from MOPC-21 and MPC-11 mouse tumors
available from the Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California
USA, and SP-2 cells (and derivatives thereof, e.g., X63-Ag8-653) available from the
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American Type Culture Collection, Manassus, Virginia USA. Human myeloma and
mouse-human heteromyeloma cell lines also have been described for the production
of human monoclonal antibodies (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et
al, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63
(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

Culture medium in which hybridoma cells are growing is assayed for
production of monoclonal antibodies directed against the antigen. Preferably, the
binding specificity of monoclonal antibodies produced by hybridoma cells is
determined by immunoprecipitation or by an in vitro binding assay, such as
radioimmunoassay (RIA) or enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA).

The culture medium in which the hybridoma cells are cultured can be assayed
for the presence of monoclonal antibodies directed again desired antigen. Preferably,
the binding affinity and specificity of the monoclonal antibody can be determined by
immunoprecipitation or by an in vitro binding assay, such as radioimmunoassay
(RIA) or enzyme-linked assay (ELISA). Such techniques and assays are known in
the in art. For example, binding affinity may be determined by the Scatchard analysis
of Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

After hybridoma cells are identified that produce antibodies of the desired
specificity, affinity, and/or activity, the clones may be subcloned by limiting dilution
procedures and grown by standard methods (Goding, supra). Suitable culture media
for this purpose include, for example, D-MEM or RPMI-1640 medium. In addition,
the hybridoma cells may be grown in vivo as ascites tumors in a mammal.

The monoclonal antibodies secreted by the subclones are suitably separated
from the culture medium, ascites fluid, or serum by conventional immunoglobulin
purification procedures such as, for example, protein A-Sepharose, hydroxylapatite
chromatography, gel electrophoresis, dialysis, or affinity chromatography.

Monoclonal antibodies may also be made by recombinant DNA methods,
such as those described in U.S. Patent No. 4,816,567, and as described above. DNA
encoding the monoclonal antibodies is readily isolated and sequenced using
conventional procedures (e.g., by using oligonucleotide probes that are capable of
binding specifically to genes encoding the heavy and light chains of murine

antibodies). The hybridoma cells serve as a preferred source of such DNA. Once
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isolated, the DNA may be placed into expression vectors, which are then transfected
into host cells such as E. coli cells, simian COS cells, Chinese hamster ovary (CHO)
cells, or myeloma cells that do not otherwise produce immunoglobulin protein, in
order to synthesize monoclonal antibodies in such recombinant host cells. Review
articles on recombinant expression in bacteria of DNA encoding the antibody include
Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993) and Pliickthun, fmmunol.
Revs. 130:151-188 (1992).

In a further embodiment, antibodies can be isolated from antibody phage
libraries generated using the techniques described in McCafferty et al, Nature,
348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) and Marks et al., J.
Mol Biol., 222:581-597 (1991) describe the isolation of murine and human
antibodies, respectively, using phage libraries. Subsequent publications describe the
production of high affinity (nM range) human antibodies by chain shuffling (Marks et
al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), as well as combinatorial infection and in
vivo recombination as a strategy for constructing very large phage libraries
(Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21:2265-2266 (1993)). Thus, these techniques
are viable alternatives to traditional monoclonal antibody hybridoma techniques for
isolation of monoclonal antibodies.

The DNA also may be modified, for example, by substituting the coding
sequence for human heavy- and light-chain constant domains in place of the
homologous murine sequences (U.S. Patent No. 4,816,567; Morrison, et al., Proc.
Natl Acad Sci. USA, 81:6851 (1984)), or by covalently joining to the
immunoglobulin coding sequence all or part of the coding sequence for a non-
immunoglobulin polypeptide. Typically such non-immunoglobulin polypeptides are
substituted for the constant domains of an antibody, or they are substituted for the
variable domains of one antigen-combining site of an antibody to create a chimeric
bivalent antibody comprising one antigen-combining site having specificity for an
antigen and another antigen-combining site having specificity for a different antigen.

The monoclonal antibodies described herein may by monovalent, the
preparation of which is well known in the art. For example, one method involves
recombinant expression of immunoglobulin light chain and a2 modified heavy chain.

The heavy chain is truncated generally at any point in the Fc region so as to prevent
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heavy chain crosslinking. Alternatively, the relevant cysteine residues may be
substituted with another amino acid residue or are deleted so as to prevent
crosslinking. In vitro methods are also suitable for preparing monovalent antibodies.
Digestion of antibodies to produce fragments thereof, particularly Fab fragments, can
be accomplished using routine techniques known in the art.

Chimeric or hybrid antibodies also may be prepared in vitro using known
methods in synthetic protein chemistry, including those involving crosslinking agents.
For example, immunotoxins may be constructed using a disulfide-exchange reaction
or by forming a thicether bond. Examples of suitable reagents for this purpose

include iminothiolate and methyl-4-mercaptobutyrimidate.

3) Humanized antibodies.

The antibodies of the invention may further comprise humanized or human
antibodies. Humanized forms of non-human (e.g., murine) antibodies are chimeric
immunoglobulins, immunoglobulin chains or fragments thereof (such as Fv, Fab,
Fab’, F(ab’), or other antigen-binding subsequences of antibodies) which contain
minimal sequence derived from non-human immunoglobulin. Humanized antibodies
include human immunoglobulins (recipient antibody) in which residues from a
complementarity determining region (CDR) of the recipient are replaced by residues
from a CDR of a non-human species (donor antibody) such as mouse, rat or rabbit
having the desired specificity, affinity and capacity. In some instances, Fv framework
residues of the human immunoglobulin are replaced by corresponding non-human
residues. Humanized antibodies may also comprise residues which are found neither
in the recipient antibody nor in the imported CDR or framework sequences. In
general, the humanized antibody will comprise substantially all of at least one, and
typically two, variable domain, in which all or substantially all of the CDR regions
correspond to those of a non-human immunoglobulin and all or substantially all of the
FR regions are those of a human immunoglobulin consensus sequence. The
humanized antibody optimally also will comprise at least a portion of an
immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human immunoglobulin.
Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329
(1988) and Presta, Curr. Opin. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).
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Methods for humanizing non-human antibodies are well known in the art.
Generally, a humanized antibody has one or more amino acid residues introduced into
it from a source which is non-human. These non-human amino acid residues are often
referred to as "import" residues, which are typically taken from an "import" variable
domain. Humanization can be essentially performed following the method of Winter
and co-workers, Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988), or through
substituting rodent CDRs or CDR sequences for the corresponding sequences of a
human antibody. Accordingly, such "humanized" antibodies are chimeric antibodies
(U.S. Patent No. 4,816,567), wherein substantially less than an intact human variable
domain has been substituted by the corresponding sequence from a non-human
species. In practice, humanized antibodies are typically human antibodies in which
some CDR residues and possibly some FR residues are substituted by residues from
analogous sites in rodent antibodies.

The choice of human variable domains, both light and heavy, to be used in
making the humanized antibodies is very important to reduce antigenicity. According
to the so-called "best-fit" method, the sequence of the variable domain of a rodent
antibody is screened against the entire library of known human variable-domain
sequences. The human sequence which is closest to that of the rodent is then
accepted as the human framework (FR) for the humanized antibody. Sims et al., J.
Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al,, J Mol. Biol., 196:901 (1987). Another
method uses a particular framework derived from the consensus sequence of all
human antibodies of a particular subgroup of light or heavy chains. The same
framework may be used for several different humanized antibodies. Carter ef al,
Proc. Natl. Acad Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immnol., 151:2623
(1993).

It is further important that antibodies be humanized with retention of high
affinity for the antigen and other favorable biological properties. To achieve this
goal, according to a preferred method, humanized antibodies are prepared by a
process of analysis of the parental sequences and various conceptual humanized
products using three-dimensional models of the parental and humanized sequences.

Three-dimensional immunoglobulin models are commonly available and are familiar
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to those skilled in the art. Computer programs are available which illustrate and
display probable three-dimensional conformational structures of selected candidate
immunoglobulin sequences. Inspection of these displays permits analysis of the
likely role of the residues in the functioning of the candidate immunoglobulin
sequence, ie., the analysis of residues that influence the ability of the candidate
immunoglobulin to bind its antigen. In this way, FR residues can be selected and
combined from the recipient and import sequences so that the desired antibody
characteristic, such as increased affinity for the target antigen(s), is achieved. In
general, the CDR residues are directly and most substantially involved in influencing
antigen binding.

Various forms of the humanized antibody are contemplated. For example, the
humanized antibody may be an antibody fragment, such as an Fab, which is
optionally conjugated with one or more cytotoxic agent(s) in order to generate an
immunoconjugate. Alternatively, the humanized antibody may be an intact antibody,

such as an intact IgG1 antibody.

4) Human antibodies

As an alternative to humanization, human antibodies can be generated. For
example, it is now possible to produce transgenic animals (e.g., mice) that are
capable, upon immunization, of producing a full repertoire of human antibodies in the
absence of endogenous immunoglobulin production. For example, it has been
described that the homozygous deletion of the antibody heavy-chain joining region
(Ji) gene in chimeric and germ-line mutant mice results in complete inhibition of
endogenous antibody production. Transfer of the human germ-line immunoglobulin
gene array in such germ-line mutant mice will result in the production of human
antibodies upon antigen challenge. See, e.g., Jakobovits ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann ef
al., Year in Immuno., 7:33 (1993); U.S. Patent Nos. 5,591,669 and WO 97/17852.

Alternatively, phage display technology can be used to produce human
antiobdies and antibody fragments in vitro, from immunoglublin variable (V) domain
gene repertoires from unimmunized donors. McCafferty et al., Nature 348:552-553
(1990); Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol. 227: 381 (1991). According to this
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technique, antibody V domain genes are cloned in-frame into either a major or minor
coat protein gene of a filamentous bacteriophage, such as M13 or fd, and displayed as
functional antibody fragments on the surface of the phage particle. Because the
filamentous particle contains a single-stranded DNA copy of the phage genome,
selections based on the functional properties of the antibody also result in seletion of
the gene encoding the antibody exhibiting those properties. Thus, the phage mimics
some of the properties of the B-cell. Phage display can be performed in a variety of
formats, reviewed in, e.g., Johnson, Kevin S, and Chiswell, David J., Curr. Opin
Struct. Biol, 3:564-571 (1993). Several sources of V-gene segments can be used for
phage display. Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991) isolated a diverse array of
anti-oxazolone antibodies from a small random combinatorial library of V genes
derived from the spleens of immunized mice. A repertoire of V genes from
unimmunized hman donors can be constructed and antibodies to a diverse array of
antigens (including self-antigens) can be isoalted essentially following the technqieus
described by Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), or Griffith et al., EMBO
J. 12:725-734 (1993). See also, U.S. Patent. Nos. 5,565,332 and 5,573,905.

The techniques of Cole et al., and Boerner et al., are also available for the
preparation of human monoclonal antibodies (Cole ef al., Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985) and Boerner et al., J Immunol. 147(1):
86-95 (1991). Similarly, human antibodies can be made by introducing human
immunoglobulin loci into transgenic animals, e.g., mice in which the endogenous
immunoglobulin genes have been partially or completely inactivated. Upon
challenge, human antibody production is observed, which closely resemble that seen
in human in all respects, including gene rearrangement, assembly and antibody
repertoire. This approach is described, for example, in U.S. Patent Nos. 5,545,807;
5,545,806, 5,569,825, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016 and in the following scientific
publications: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al,
Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-13 (1994), Fishwild et al,
Nature Biotechnology 14: 845-51 (1996), Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826
(1996) and Lonberg and Huszar, /ntern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Finally, human antibodies may also be generated in vitro by activated B cells

(see U.S. Patent Nos 5,567,610 and 5,229,275).




10

15

20

25

30

B
P2026R1 % rd B(

3) Antibody Fragments

In certain circumstances there are advantages to using antibody fragments,
rather than whole antibodies. Smalier fragment sizes allows for rapid clearance, and
may lead to improved access to solid tumors.

Various techniques have been developed for the production of antibody
fragments. Traditionally, these fragments were derived via proteolytic digestion of
intact antibodies (see, e.g., Morimoto et al., J Biochem Biophys. Method. 24:107-117
(1992); and Brennan er al., Science 229:81 (1985)). However, these fragments can
now be produced direclty by recombinant host cells. Fab, Fv and scFv antibody
fragments can all be expressed in and secreted from E. coli, thus allowing the facile
production of large amounts of these fragments. Antibody fragments can be isolated
from the antibody phage libraries discussed above. Alternatively, Fab’-SH fragments
can be directly recovered from E. coli and chemically coupled to form F(ab’),
fragments (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). According to another
approach, F(ab’), fragments can be isolated directly from recombinant host cell
culture. Fab and F(ab’), with increase in vivo half-life is described in U.S. Patent No.
5,869,046. In other embodiments, the antibody of choice is a single chain Fv
fragment (scFv). See WO 93/16185; U.S. Patent No. 5,571,894 and U.S. Patent No.
5,587,458. The antibody fragment may also be a “linear antibody”, e.g., as described
in U.S. Patent 5,641,870. Such linear antibody fragments may be monospecific or
bispecific.

6) Antibody Dependent Enzyme-Mediated Prodrug Therapy
(ADEPT)

The antibodies of the present invention may also be used in ADEPT by
conjugating the antibody to a prodrug-activating enzyme which converts a prodrug
(e.g. a peptidyl chemotherapeutic agent, see WO 81/01145) to an active anti-cancer
drug. See, for example, WO 88/07378 and U. S. Patent No. 4,975,278.

The enzyme component of the immunoconjugate useful for ADEPT includes
any enzyme capable of acting on a prodrug in such as way so as to convert it into its

more active, cytotoxic form.
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Enzymes that are useful in the method of this invention include, but are not
limited to, glycosidase, glucose oxidase, human lysozyme, human glucuronidase,
alkaline phosphatase useful for converting phosphate-containing prodrugs into free
drugs; arylsulfatase useful for converting sulfate-containing prodrugs into free drugs;
cytosine deaminase useful for converting non-toxic S-fluorocytosine into the anti-
cancer drug S5S-fluorouracil; proteases, such as serratia protease, thermolysin,
subtilisin, carboxypeptidases (e.g., carboxypeptidase G2 and carboxypeptidase A) and
cathepsins (such as cathepsins B and L), that are useful for converting peptide-
containing prodrugs into free drugs; D-alanylcarboxypeptidases, useful for converting
prodrugs that contain D-amino acid substituents; carbohydrate-cleaving enzymes such
as B—-galactosidase and neuraminidase useful for converting glycosylated prodrugs
into free drugs; p—lactamase useful for converting drugs derivatized with B—lactams
into free drugs; and penicillin amidases, such as penicillin Vamidase or penicillin G
amidase, useful for converting drugs derivatized at their amine nitrogens with
phenoxyacetyl or phenylacetyl groups, respectively, into free drugs. Alternatively,
antibodies with enzymatic activity, also known in the art as “abzymes” can be used to
convert the prodrugs of the invention into free active drugs (see, e.g., Massey, Nature
328: 457-458 (1987)). Antibody-abzyme conjugates can be prepared as described
herein for delivery of the abzyme to a tumor cell population.

The above enzymes can be covalently bound to the polypeptide or antibodies
described herein by techniques well known in the art such as the use of the
heterobifunctional cross-linking agents discussed above. Alternatively, fusion
proteins comprising at least the antigen binding region of the antibody of the
invention linked to at least a functionally active portion of an enzyme of the invention
can be constructed using recombinant DNA techniques well known in the art (see,

e.g Neuberger ef al., Nature 312: 604-608 (1984)).

7) Bispecific and polyspecific antibodies
Bispecific antibodies (BsAbs} are antibodies that have binding specificities for
at least two different epitopes, including those on the same or another protein.
Alternatively, one arm can be armed to bind to the target antigen, and another arm can

be combined with an arm that binds to a triggering molecule on a leukocyte such as a
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T-cell receptor molecule (e.g., CD3), or Fc receptors for IgG (FcyR) such as FcyR1
(CD64), FeyRII (CD32) and FeyRII (CD16), so as to focus and localize cellular
defense mechanisms to the target antigen-expressing cell. Such antibodies can be
derived from full length antibodies or antibody fragments (e.g. F(ab"), bispecific
antibodies).

Bispecific antibodies may also be used to localize cytotoxic agents to cells
which express the target antigen. Such antibodies possess one arm that binds the
desired antigen and another arm that binds the cytotoxic agent (e.g., saporin, anti-
interferon-a, vinca alkoloid, ricin A chain, methotrexate or radioactive isotope
hapten). Examples of known bispecific antibodies include anti-ErbB2/anti-FcgRIII
(WO 96/16673), anti-ErbB2/anti-FcgRI (U.S.P. 5,837,234), anti-ErbB2/anti-CD3
(U.S.P. 5,821,337).

Methods for making bispecific antibodies are known in the art. Traditional
production of full length bispecific antibodies is based on the coexpression of two
immunoglobulin heavy chain-light chain pairs, where the two chains have different
specificities. Millstein et al., Nature, 305:537-539 (1983). Because of the random
assortment of immunoglobulin heavy and light chains, these hybridomas (quadromas)
produce a potential mixture of 10 different antibody molecules, of which only one has
the correct bispecific structure. Purification of the correct molecule, which is usually
done by affinity chromatography steps, is rather cumbersome, and the product yields
are low. Similar procedures are disclosed in WO 93/08829 and in Traunecker et al,
EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

According to a different approach, antibody variable domains with the desired
binding specificities (antibody-antigen combining sites) are fused to immunoglobulin
constant domain sequences. The fusion preferably is with an immunoglobulin heavy
chain constant domain, comprising at least part of the hinge, CH2, and CH3 regions.
[t is preferred to have the first heavy-chain constant region (CH1) containing the site
necessary for light chain binding, present in at least one of the fusions. DNAs
encoding the immunoglobulin heavy chain fusions and, if desired, the
immunoglobulin light chain, are inserted into separate expression vectors, and are co-
transfected into a suitable host organism. This provides for great flexibility in

adjusting the mutual proportions of the three polypeptide fragments in embodiments
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when unequal ratios of the three polypeptide chains used in the construction provide
the optimum yields. It is, however, possible to insert the coding sequences for two or
all three polypeptide chains in one expression vector when the expression of at least
two polypeptide chains in equal ratios results in high yields or when the ratios are of
no particular significance.

In a preferred embodiment of this approach, the bispecific antibodies are
composed of a hybrid immunoglobulin heavy chain with a first binding specificity in
one arm, and a hybrid immunoglobulin heavy chain-light chain pair (providing a
second binding specificity) in the other arm. It was found that this asymmetric
structure facilitates the separation of the desired bispecific compound from unwanted
immunoglobulin chain combinations, as the presence of an immunoglobulin light
chain in only one half of the bispecific molecules provides for an easy way of
separation. This approach is disclosed in WO 94/04690. For further details of
generating bispecific antibodies, see, for example, Suresh et al, Methods in
Enzymology 121: 210 (1986).

According to another approach described in WO 96/27011 or U.S.P.
5,731,168, the interface between a pair of antibody molecules can be engineered to
maximize the percentage of heterodimers which are recovered from recombinant cell
culture. The preferred interface comprises at least a part of the CH3 region of an
antibody constant domain. In this method, one or more small amino acid side chains
from the interface of the first antibody molecule are replaced with larger side chains
(e.g., tyrosine or tryptophan). Compensatory “cavities” of identical or similar size to
the large side chains(s) are created on the interface of the second antibody molecule
by replacing large amino acid side chains with smaller ones (e.g., alanine or
threonine). This provides a mechanism for increasing the yield of the heterodimer
over other unwanted end-products such as homodimers.

Techniques for generating bispecific antibodies from antibody fragments have
been described in the literature. For example, bispecific antibodies can be prepared
using chemical linkage. Brennan et al., Science 229: 81 (1985) describe a procedure
wherein intact antibodies are proteolytically cleaved to generate F(ab'), fragments.
These fragments are reduced in the presence of the dithiol complexing agent sodium

arsenite to stabilize vicinal dithiols and prevent intermolecular disulfide formation.
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The Fab' fragments generated are then converted to thionitrobenzoate (TNB)
derivatives. One of the Fab-TNB derivatives is then reconverted to the Fab'-TNB
derivative to form the bispecific antibody. The bispecific antibodies produced can be
used as agents for the selective immobilization of enzymes.

Fab' fragments may be directly recovered from E. coli and chemically coupled
to form bispecific antibodies. Shalaby et al, J Exp. Med 175: 217-225 (1992)
describes the production of fully humanized bispecific antibody F(ab'), molecules.
Each Fab' fragment was separately secreted from E. coli and subjected to directed
chemical coupling in vitro to form the bispecific antibody. The bispecific antibody
thus formed was able to bind to cells overexpressing the ErbB2 receptor and normal
human T cells, as well as trigger the lytic activity of human cytotoxic lymphocytes
against human breast tumor targets.

Various techniques for making and isolating bivalent antibody fragments
directly from recombinant cell culture have also been described. For example,
bivalent heterodimers have been produced using leucine zippers. Kostelny ef al., J.
Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). The leucine zipper peptides from the Fos and
Jun proteins were linked to the Fab' portions of two different antibodies by gene
fusion. The antibody homodimers were reduced at the hinge region to form
monomers and then re-oxidized to form the antibody heterodimers. The "diabody"
technology described by Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 90: 6444-6448
(1993) has provided an alternative mechanism for making bispecific/bivalent
antibody fragments. The fragments comprise a heavy-chain variable domain (Vy)
connected to a light-chain variable domain (V) by a linker which is too short to allow
pairing between the two domains on the same chain. Accordingly, the V,; and V,
domains of one fragment are forced to pair with the complementary V, and Vy
domains of another fragment, thereby forming two antigen-binding sites. Another
strategy for making bispecific/bivalent antibody fragments by the use of single-chain
Fv (sFv) dimers has aiso been reported. See Gruber er al., J Immunol., 152:5368
(1994).

Antibodies with more than two valencies are contemplated. For example,

trispecific antibodies can be prepared. Tutt e al., J. Immunol. 147: 60 (1991).
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Exemplary bispecific antibodies may bind to two different epitopes on a given
molecule. Alternatively, an anti-protein arm may be combined with an arm which
binds to a triggering molecule on a leukocyte such as a T-cell receptor molecule (e.g.,
CD2, CD3, CD28 or B7), or Fc receptors for IgG (FcyR), such as FeyRI (CD64),
FeyRII (CD32) and FeyRIII (CD16) so as to focus cellular defense mechanisms to the
cell expressing the particular protein. Bispecific antibocis may also be used to
localize cytotoxic agents to cells which express a particular protein. Such antibodies
possess a protein-binding arm and an arm which binds a cytotoxic agent or a
radionuclide chelator, such as EOTUBE, DPTA, DOTA or TETA. Anocther bispecific
antibody of interest binds the protein of interest and further binds tissue factor (TF).

6) Heteroconjugate Antibodies

Heteroconjugate antibodies are also within the scope of the present invention.
Heteroconjugate antibodies are composed of two covalently joined antibodies. For
example, one of the antibodies in the heteroconjugate can be coupled to avidin, the
other to biotin. Such antibodies have, for example, been proposed to target immune
system celis to unwanted cells, U.S.P. 4,676,980, and for treatment of HIV infection.
WO 91/00360, WO 92/200373 and EP 0308936. It is contemplated that the
antibodies may be prepared in vitro using known methods in synthetic protein
chemistry, including those involving crosslinking agents.” For example,
immunotoxins may be constructed using a disulfide exchange reaction or by forming
a thioether bond. Examples of suitable reagents for this purpose include
iminothiolate and methyl-4-mercaptobutyrimidate and those disclosed, for example,
in U.S. Patent No. 4,676,980. Heteroconjugate antibodies may be made using any
convenient cross-linking methods. Suitable cross-linking agents are well known in
the art, and are disclosed in US Patent No. 4,676,980, along with a number of cross-
linking techniques.

7 Effector Function Engineering
It may be desirable to modify the antibody of the invention with respect to
effector function, so as to enhance the effectiveness of the antibody in treating cancer.

For example, cysteine residue(s) may be introduced into the Fc region, thereby

r

E‘iid.




10

15

20

25

30

P2026R 1 ’ «t

allowing interchain disulfide bond formation in this region. The homodimenc
antibody thus generated may have improved internalization capability and/or
increased complement-mediated cell killing and antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC). See Caron et al, J Exp. Med 176:1191-1195 (1992) and
Shopes, J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). Homodimeric antibodies with enhanced
anti-tumor activity may also be prepared using heterobifunctional cross-linkers as
described in Wolff et al., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Alternatively, an
antibody can be engineered that has dual Fc regions and may thereby have enhanced
complement lysis and ADCC capabilities. See Stevenson et al., Anti-Cancer Drug
Design 3:219-230 (1989).

8) Immunoconjugates

The invention also pertains to immunoconjugates comprising an antibody
conjugated to a cytotoxic agent such as a chemotherapeutic agent, toxin (e.g., an
enzymatically active toxin of bacterial, fungal, plant, or animal origin, or fragments
thereof), or a radioactive isotope (i.e., a radioconjugate).

Chemotherapeutic agents useful in the generation of such immunoconjugates
include BCNU, streptozoicin, vincristine, vinblastine, adriamycin and S-fluorouracil.

Enzymatically active toxins and fragments thereof that can be used include
diphtheria A chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin, exotoxin A chain
(from Pseudomonas aeruginosa), ricin A chain, abrin A chain, modeccin A chain,
alpha-sarcin, Aleurites fordii proteins, dianthin proteins, Phytolaca americana
proteins (PAPI, PAPII, and PAP-S), momordica charantia inhibitor, curcin, crotin,
sapaonaria officinalis inhibitor, gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomycin,
enomycin, and the tricothecenes.

Conjugates of the antibody and cytotoxic agent are made using a variety of
bifunctional protein-coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithiol)
propionate (SPDP), iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of imidoesters (such
as dimethyl adipimidate HCL), active esters (such as disuccinimidyl suberate),
aldehydes (such as glutareldehyde), bis-azido compounds (such as bis (p-
azidobenzoyl) hexanediamine), bis-diazonium derivatives (such as bis-(p-

diazoniumbenzoyl)-ethylenediamine), diisocyanates (such as tolyene 2,6-
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diisocyanate), and bis-active fluorine compounds (such as 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzene). For example, a ricin immunotoxin can be prepared as described in
Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). Carbon-14-labeled 1-isothiocyanatobenzyl-
3-methyldiethylene triaminepentaacetic acid (MX-DTPA) is an exemplary chelating
agent for conjugation of radionucleotide to the antibody. See W(094/11026. The
linker may be a “cleavable linker” facilitating release of the cytotoxic drug in the cell.
For example, an acid-labile linker, peptidase-snsitive linker, dimethyl linker or
disulfide-containing linker (Chari er al., Cancer Res. 52:127-131 (1992)) may be
used.

Additionally, the small molecule toxins such as calicheamicin, maytansine
(U.S.P. 5,208,020), trichothene and CC1065 are also contemplated an conjugatable
toxins for use with the inventive formulation. In one embodiment the full length
antibody or antigen binding fragments thereof can be conjugated to one or more
maytansinoid molecules (e.g., about 1 to about 10 maytansinoid molecules per
antibody molecule). Maytansinoids are mitototic inhibitors which act by inhibiting
tubulin polymerization. Maytansinoids, isolated from natural sources or prepared
synthetically, including maytansine, maytansinal and derivatives and analogues
thereof have been described, see e.g., U.S. Patent No. 5,208,020 and references cited
therein (see col. 2, line 53 to col. 3, line 10) and U.S. Patents 3,896,111 and
4,151,042. Method of preparing antibody-maytansinoid conjugates are also described
in U.S. Pat. No. 5,208,020. In a preferred embodiment, a maytansinoid is linked to
the antibody via a disulfide or other sulfur-containing linker group. Maytansine may,
for example, be converted to May-SS-Me, which may be reduced to May-SH3 and
reacted with modified antibody to generate a maytansinoid-antibody
immunoconjugate. Chari et al., Cancer Res. 52: 127-131 (1992). The antibody can
be modified by known methods and the antibody containing free or protected thiol
groups is then reacted with a disulfide containing maytansinoid to produce the
conjugate. The cytotoxicity of the antibody-maytansinoid conjugate can be measured
in vitro or in vivo by known methods and the IC,; determined.

Calicheamicin is another immunoconjugate of interest. The calicheamicin
family of antibiotics are capable of producing double-stranded DNA breaks at sub-

picomolar concentrations. Structural analogues of calicheamicin which may be used
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include, but are not limited to, v,', a,', a;', N-aceytl-y,', PSAG and ', (Hinman et al.,
Cancer Res. 53:3336-3342 (1993) and Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)).
Other anti-tumor drugs that the antibody can be conjugated to include QFA which is
an antifolate. Both calicheamicin and QF A have intracellular sites of actions and do
not readily corss the plasma membrane. Therefore, cellular uptake of these agents
through antibody mediated internalization greatly enhances their cytotoxic effects.

Immunoconjugates formed between an antibody and a compound with
nucleolytic activity (e.g., a ribonuclease or DNA endonuclease such as
deoxyribonuclease, DNase) are also contemplated.

The antibody may also be conjugated to a highly radioactive atom. A variety
of radionuclides are available for the production of radioconjugated antibodies.
Examples include A", Bi’?, I, In', Y, Re'*, Re'®, Sm'”, P** and Pb*? and
radioactive isotopes of Lu. When the conjugate is used for diagnosis, it may
comprise a radioactive atom for scintigraphic studies, for example Tc” or I'Z, or a
spin label for nuclear magnetic resonance (nmr) imaging (also known as magnetic
resonance imaging, mri), wuch as iodine-123, iodine-131, indium-111, fluorine-19,
carbon-13, nitrogen-15, oxygen-17, gadolinium, manganese or iron.

The radio- or other labels may be incorporated in the conjugate in known
ways. For example, the peptide may be biosynthesized or may be synthesized by
chemical amino acid synthesis using suitable amino acid precursors involving, for
example, fluorine-19 in place or hydrogen. Labels such Tc” or I'”, Re'®, Re'® and

Inlll

can be attached via a cysteine residue in the peptide. Yttrium-90 can be attached
via a lysine residue. The IODOGEN® method can be used to incorporate iodine-123,
Fraker et al., Biohem. Biophys. Res. Commun. 80:49-57 (1978). Other methods of
conjugating radionuclides are described in “Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy,” (Chatal, CRC Press 1989).

Alternatively, a fusion protein comprising the antibody and the cytotoxic
agent may be made by recombinant techniques or peptide synthesis. The length of
DNA may comprise respective regions encoding the two portions of the conjugate

either adjacent to one another or separated by a region encoding a linker peptide

which does not destroy the desired properties of the conjugate.

J
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In another embodiment, the antibody may be conjugated to a "receptor” (such
streptavidin) for utilization in tumor pretargeting wherein the antibody-receptor
conjugate is administered to the patient, followed by removal of unbound conjugate
from the circulation using a clearing agent and then administration of a "ligand" (e.g.,

avidin) that is conjugated to a cytotoxic agent (e.g., a radionucleotide).

9) Immunoliposomes

The antibodies disclosed herein may also be formulated as immunoliposomes.
A “liposome” is a small vesicle composed of various types of lipids, phospholipids
and/or surfactant which is useful for delivery of a drug to a mammal. The
components of the liposome are commonly arranged in a bilayer formation, similar to
the lipid arrangement of biological membranes.

Liposomes containing the antibody are prepared by methods known in the art,
such as described in Epstein et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985);
Hwang et al, Proc. Natl Acad Sci. USA, 77: 4030 (1980); and U.S. Pat. Nos.
4,485,045 and 4,544,545, Liposomes with enhanced circulation time are disclosed in
U.S. Patent No. 5,013,556.

Particularly useful liposomes can be generated by the reverse-phase
evaporation method with a lipid composition comprising phosphatidylcholine,
cholesterol, and PEG-derivatized phosphatidylethanolamine (PEG-PE). Liposomes
are extruded through filters of defined pore size to yield liposomes with the desired
diameter. Fab' fragments of the antibody of the present invention can be conjugated
to the liposomes as described in Martin ef al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) via
a disulfide-interchange reaction. A chemotherapeutic agent (such as Doxorubicin) is
optionally contained within the liposome. See Gabizon et al., J National Cancer

Inst. 81(19):1484 (1989).

10)  Other Antibody Modifications
Other modifications of the antibody are contemplated herein. For example,
the antibody may be linked to one of a variety of nonproteinaceous polymers, e.g.,
polyethylene glycol, polypropylene glycol, polyoxyalkylenes, or copolymers of
polyethylene glycol and polypropylene glycol. The antibody also may be entrapped
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in microcapsules prepared, for example, by coacervation techniques or by interfacial
polymerization (for example, hydroxymethylcellulose or gelatin-microcapsules and
poly-(methylmethacrylate) microcapsules, respectively), in colloidal drug delivery
systems (for example, liposomes, albumin microspheres, microemulsions, nano-
particles and nanocapsules), or in macroemulsions. Such techniques and other
suitable formulations are disclosed in Remington. The Science and Practice of
Pharmacy, 20th Ed., Alfonso Gennaro, Ed., Philadelphia College of Pharmacy and
Science (2000).

C. Lvophilized Formulations

The formulations described herein may also be prepared as reconstituted
lyophilized formulations. The proteins or antibodies described herein are lyophilized
and then reconstituted to produce the reduced-viscosity stable liquid formulations of
the invention. In this particular embodiment, after preparation of the protein of
interest as described above, a "pre-lyophilized formulation" is produced. The amount
of protein present in the pre-lyophilized formulation is determined taking into account
the desired dose volumes, mode(s) of administration etc. For example, the starting
concentration of an intact antibody can be from about 2 mg/ml to about 50 mg/ml,
preferably from about 5 mg/m! to about 40 mg/ml and most preferably from about 20-
30 mg/ml.

1) Preparation of Lyophilized Formulations

The protein to be formulated is generally present in solution. For example, in
the elevated ionic strength reduced viscosity formulations of the invention, the protein
may be present in a pH-buffered solution at a pH from about 4-8, and preferably from
about 5-7. The buffer concentration can be from about 1 mM to about 20 mM,
alternatively from about 3 mM to about 15 mM, depending, for example, on the
buffer and the desired tonicity of the formulation (e.g. of the reconstituted
formulation). Exemplary buffers and/or salts are those which are pharmaceutically
acceptable and may be created from suitable acids, bases and salts thereof, such as
those which are defined under “pharmaceutically acceptable” acids, bases or buffers.

In one embodiment, a lyoprotectant is added to the pre-lyophilized

formulation. The amount of lyoprotectant in the pre-lyophilized formulation is
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generally such that, upon reconstitution, the resulting formulation will be isotonic.
However, hypertonic reconstituted formulations may also be suitable. In addition, the
amount of lyoprotectant must not be too low such that an unacceptable amount of
degradation/aggregation of the protein occurs upon lyophilization. However,
exemplary lyoprotectant concentrations in the pre-lyophilized formulation are from
about 10 mM to about 400 mM, alternatively from about 30 mM to about 300 mM,
alternatively from about 50 mM to about 100 mM. Exemplery lyoprotectants include
sugars and sugar alcohols such as sucrose, mannose, trehalose, glucose, sorbitol,
mannitol. However, under particular circumstances, certain lyoprotectants may also
contribute to an increase in viscosity of the formulation. As such, care should be
taken so as to select particular lyoprotectants which minimize or neutralize this effect.
Additional lyoprotectants are described above under the definition of
“lyoprotectants”, also referred herein as “pharmaceutically-acceptable sugars™.

The ratio of protein to lyoprotectant can vary for each particular protein or
antibody and lyoprotectant combination. In the case of an antibody as the protein of
choice and a sugar (e.g., sucrose or trehalose) as the lyoprotectant for generating an
isotonic reconstituted formulation with a high protein concentration, the molar ratio
of lyoprotectant to antibody may be from about 100 to about 1500 moles
lyoprotectant to 1 mole antibody, and preferably from about 200 to about 1000 moles
of lyoprotectant to 1 mole antibody, for example from about 200 to about 600 moles
of lyoprotectant to 1 mole antibody.

In a preferred embodiment, it may be desirable to add a surfactant to the pre-
lyophilized formulation. Alternatively, or in addition, the surfactant may be added to
the lyophilized formulation and/or the reconstituted formulation. Exemplary
surfactants include nonionic surfactants such as polysorbates (e.g. polysorbates 20 or
80); polyoxamers (e.g. poloxamer 188); Triton; sodium octyl glycoside; lauryl-,
myristyl-, linoleyl-, or stearyl-sulfobetaine; lauryl-, myristyl-, linoleyl- or stearyl-
sarcosine; linoleyl-, myristyl-, or cetyl-betaine; lauroamidopropyl-, cocamidopropyl-,
linoleamidopropyl-, myristamidopropyl-, palmidopropyl-, or isostearamidopropyl-
betaine (e.g. lauroamidopropyl); myristamidopropyl-, palmidopropyl-, or
isostearamidopropyl-dimethylamine; sodium methyl cocoyl-, or disodium methyl

oleyl-taurate; and the MONAQUA™ series (Mona Industries, Inc., Paterson, New
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Jersey), polyethyl glycol, polypropyl glycol, and copolymers of ethylene and
propylene glycol (e.g. Pluronics, PF68 efc). The amount of surfactant added is such
that it reduces particulate formation of the reconstituted protein and minimizes the
formation of particulates after reconstitution. For example, the surfactant may be
present in the pre-lyophilized formulation in an amount from about 0.001-0.5%,
alternatively from about 0.005-0.05%.

A mixture of the lyoprotectant (such as sucrose or trehalose) and a bulking
agent {e.g. mannitol or glycine) may be used in the preparation of the pre-
lyophilization formulation. The bulking agent may allow for the production of a
uniform lyophilized cake without excessive pockets therein erc. Other
pharmaceutically acceptable carriers, excipients or stabilizers such as those described
in Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980) may be
included in the pre-lyophilized formulation (and/or the lyophilized formulation and/or
the reconstituted formulation) provided that they do not adversely affect the desired
characteristics of the formulation. Acceptable carriers, excipients or stabilizers are
nontoxic to recipients at the dosages and concentrations employed and include;
additional buffering agents; preservatives; co-solvents; antioxidants including
ascorbic acid and methionine; chelating agents such as EDTA; metal complexes (e.g.
Zn-protein complexes); biodegradable polymers such as polyesters; and/or salt-
forming counterions such as sodium.

The formulation herein may also contain more than one protein as necessary
for the particular indication being treated, preferably those with complementary
activities that do not adversely affect the other protein. For example, it may be
desirable to provide two or more antibodies which bind to the desired target {e.g.,
receptor or antigen) in a single formulation. Such proteins are suitably present in
combination in amounts that are effective for the purpose intended.

The formulations to be used for in vivo administration must be sterile. This is
readily accomplished by filtration through sterile filtration membranes, prior to, or
following, lyophilization and reconstitution. Alternatively, sterility of the entire
mixture may be accomplished by autoclaving the ingredients, except for protein, at

about 120°C for about 30 minutes, for example.
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After the protein, optional lyoprotectant and other optional components are
mixed together, the formulation is lyophilized. Many different freeze-dryers are
available for this purpose such as Hull50™ (Hull, USA) or GT20™ (Leybold-
Heraeus, Germany) freeze-dryers. Freeze-drying is accomplished by freezing the
forrulation and subsequently subliming ice from the frozen content at a temperature
suitable for primary drying. Under this condition, the product temperature is below
the eutectic point or the collapse temperature of the formulation. Typically, the shelf
temperature for the primary drying will range from about -30 to 25°C (provided the
product remains frozen during primary drying) at a suitable pressure, ranging
typically from about 50 to 250 mTorr. The formulation, size and type of the
container holding the sample (e.g., glass vial) and the volume of liquid will mainly
dictate the time required for drying, which can range from a few hours to several days
(e.g. 40-60 hrs). Optionally, a secondary drying stage may also be performed
depending upon the desired residual moisture level in the product. The temperature at
which the secondary drying is carried out ranges from about 0-40°C, depending
primarily on the type and size of container and the type of protein employed. For
example, the shelf temperature throughout the entire water removal phase of
lyophilization may be from about 15-30°C (e.g., about 20°C), The time and pressure
required for secondary drying will be that which produces a suitable lyophilized cake,
dependent, e.g., on the temperature and other parameters. The secondary drying time
is dictated by the desired residual moisture level in the product and typically takes at
least about 5 hours {(e.g. 10-15 hours). The pressure may be the same as that
employed during the primary drying step. Freeze-drying conditions can be varied

depending on the formulation and vial size.

2. Reconstitution of a Lyophilized Formulation

Prior to administration to the patient, the lyophilized formulation is
reconstituted with a pharmaceutically acceptable diluent such that the protein
concentration in the reconstituted formulation is at least about 50 mg/ml, for example
from about 50 mg/ml to about 400 mg/ml, alternatively from about 80 mg/ml to about
300 mg/ml, alternatively from about 90 mg/ml to about 150 mg/ml. Such high

protein concentrations in the reconstituted formulation are considered to be




10

15

20

25

30

P2026R1 % P

particularly useful where subcutaneous delivery of the reconstituted formulation is
intended. However, for other routes of administration, such as intravenous
administration, lower concentrations of the protein in the reconstituted formulation
may be desired (for example from about 5-50 mg/ml, or from about 10-40 mg/ml
protein in the reconstituted formulation). In certain embodiments, the protein
concentration in the reconstituted formulation is significantly higher than that in the
pre-lyophilized formulation. For example, the protein concentration in the
reconstituted formulation may be about 2-40 times, alternatively 3-10 times,
alternatively 3-6 times (e.g. at least three fold or at least four fold) that of the pre-
lyophilized formulation.

Reconstitution generally takes place at a temperature of about 25°C to ensure
complete hydration, although other temperatures may be employed as desired. The
time required for reconstitution will depend, e.g., on the type of diluent, amount of
excipient(s) and protein. Exemplary diluents include sterile water, bacteriostatic
water for injection (BWFI), a pH buffered solution (e.g. phosphate-buffered saline),
sterile saline solution, Ringer's solution or dextrose solution. The diluent optionally
contains a preservative. Exemplary preservatives have been described above, with
aromatic alcohols such as benzyl or phenol alcohol being the preferred preservatives.
The amount of preservative employed is determined by assessing different
preservative concentrations for compatibility with the protein and preservative
efficacy testing. For example, if the preservative is an aromatic alcohol (such as
benzyl alcohol), it can be present in an amount from about 0.1-2.0% and preferably
from about 0.5-1.5%, but most preferably about 1.0-1.2%.

Preferably, the reconstituted formulation has less than 6000 particles per vial

which are > 10 pm in size.

D. Liquid Formulations

Therapeutic formulations are prepared for storage by mixing the active
ingredient having the desired degree of purity with optional pharmaceutically
acceptable carriers, excipients or stabilizers (Remington's Pharmaceutical Sciences
18th edition, Mack Publishing Co., Easton, Pa. 18042 [1990]). Acceptable carriers,

excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the dosages and concentrations
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employed, and include buffers, antioxidants including ascorbic acid, methionine,
Vitamin E, sodium metabisulfite; preservatives, isotonicifiers, stabilizers, metal
complexes (e.g. Zn-protein complexes); chelating agents such as EDTA and/or non-
ionic surfactants.

When the therapeutic agent is an antibody fragment, the smallest inhibitory
fragment which specifically binds to the binding domain of the target protein is
preferred. For example, based upon the variable region sequences of an antibody,
antibody fragments or even peptide molecules can be designed which retain the
ability to bind the target protein sequence. Such peptides can be synthesized
chemically and/or produced by recombinant DNA technology (see, e.g., Marasco et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 7889-7893 [1993]).

Buffers are used to control the pH in a range which optimizes the therapeutic
effectiveness, especially if stability is pH dependent. Buffers are preferably present at
concentrations ranging from about 50 mM to about 250 mM. Suitable buffering
agents for use with the present invention include both organic and inorganic acids and
salts thereof. For example, citrate, phosphate, succinate, tartrate, fumarate, gluconate,
oxalate, lactate, acetate. Additionally, buffers may be comprised of histidine and
trimethylamine salts such as Tris.

Preservatives are added to retard microbial growth, and are typically present
in a range from 0.2% - 1.0% (w/v). Suitable preservatives for use with the present
invention include (such as octadecyldimethylbenzyl ammonium chloride;
hexamethonium chloride; benzalkonium halides (e.g., chloride, bromide, iodide),
benzethonium chloride; thimerosal, phenol, butyl or benzyl alcohol; alkyl parabens
such as methyl or propyl paraben; catechol; resorcinol; cyclohexanol, 3-pentanol, and
m-cresol.

Tonicity agents, sometimes known as ‘“stabilizers” are present to adjust or
maintain the tonicity of liquid a composition. When used with large, charged
biomolecules such as proteins and antibodies, they are often termed “stabilizers”
because the can interact with the charged groups of the amino acid side chains,
thereby lessening the potential for inter and intra-molecular interactions. Tonicity
agents can be present in any amount between 0.1% to 25% by weight, preferably 1 to

5%, taking into account the relative amounts of the other ingredients. Tonicity agents
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include polyhydric sugar alcohols, preferably thrihydric or higher sugar alcohols,
such as glycerin, erythritol, arabitol, xylitol, sorbitol and mannitol.

Additional excipients include agents which can serve as one or more of the
following: (1) bulking agents, (2) solubility enhancers, (3) stabilizers and (4) agents
preventing denaturation or adherence to the container wall. Stabilizers can be present
in the range from 0.1 to 10,000 parts per weight active protein or antibody. Typical
stabilizers include: polyhydric sugar alcohols (enumerated above); amino acids such
as alanine, glycine, glutamine, asparagine, histidine, arginine, lysine, ornithine,
leucine, 2-phenylalanine, glutamic acid, threonine, etc.; organic sugars or sugar
alcohols such as sucrose, lactose, lactitol, trehalose, stachyose, mannose, sorbose,
xylose, ribose, ribitol, myoinisitose, myoinisitol, galactose, galactitol, glycerol,
cyclitols (e.g., inositol), polyethylene glycol; sulfur containing reducing agents, such
as wurea, glutathione, thioctic acid, sodium thioglycolate, thioglycerol, «-
monothioglycerol and sodium thio sulfate; low molecular weight proteins such as
human serum albumin, bovine serum albumin, gelatin or other immunoglobulins;
hydrophilic polymers such as polyvinylpyrrolidone; monosaccharides (e.g., xylose,
mannose, fructose, glucose; disaccharides (e.g., lactose, maltose, sucrose);
trisaccharides such as raffinose; and polysaccharides such as dextrin or dextran.

Non-ionic surfactants or detergents (also known as “wetting agents™) are
present to help solubilize the therapeutic agent as well as to protect the therapeutic
protein against agitation-induced aggregation, which also permits the formulation to
be exposed to shear surface stress without causing denaturation of the active
therapeutic protein or antibody. Non-ionic surfactants are present in a range of about
0.05 mg/ml to about 1.0 mg/ml, preferably about 0.07 mg/ml to about 0.2 mg/ml.

Suitable non-ionic surfactants include polysorbates (20, 40, 60, 65, 80, etc.),
polyoxamers (184, 188, etc.), Pluronic® polyols, Triton®, polyoxyethylene sorbitan
monoethers (Tween®-20, Tween®-80, etc.), lauromacrogol 400, polyoxyl 40 stearate,
polyoxyethylene hydrogenated castor oil 10, 50 and 60, glycerol monostearate,
sucrose fatty acid ester, methyl celluose and carboxymethyl cellulose.  Anionic
detergents that can be used include sodium lauryl suifate, dioctyle sodium
sulfosuccinate and dioctyl sodium sulfonate.  Cationic detergents include

benzalkonium chloride or benzethonium chloride.
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In order for the formulations to be used for in vivo administration, they must
be sterile. The formulation may be rendered sterile by filtration through sterile
filtration membranes. The therapeutic compositions herein generally are placed into a
container having a sterile access port, for example, an intravenous solution bag or vial
having a stopper pierceable by a hypodermic injection needle.

The route of administration is in accordance with known and accepted
methods, such as by single or multiple bolus or infusion over a long period of time in
a suitable manner, e.g., injection or infusion by subcutaneous, intravenous,
intraperitoneal, intramuscular, intraarterial, intralesional or intraarticular routes,
topical administration, inhalation or by sustained release or extended-release means.

The formulation herein may also contain more than one active compound as
necessary for the particular indication being treated, preferably those with
complementary activities that do not adversely affect each other. Alternatively, or in
addition, the composition may comprise a cytotoxic agent, cytokine or growth
inhibitory agent. Such molecules are suitably present in combination in amounts that
are effective for the purpose intended.

The active ingredients may also be entrapped in microcapsules prepared, for
example, by coacervation techniques or by interfacial polymerization, for example,
hydroxymethylcellulose or gelatin-microcapsules and poly-(methylmethacylate)
microcapsules, respectively, in colloidal drug delivery systems (for example,
liposomes, albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and nanocapsules)
or in macroemulsions. Such techniques are disclosed in Remington's Pharmaceutical
Sciences 18th edition, supra.

Sustained-release preparations may be prepared. Suitable examples of
sustained-release preparations include semipermeable matrices of solid hydrophobic
polymers containing the antibody, which matrices are in the form of shaped articles,
e.g. films, or microcapsules. Examples of sustained-release matrices include
polyesters, hydrogels (for example, poly(2-hydroxyethyl-methacrylate), or
poly(vinylalcohol)), polylactides (U.S. Patent No. 3,773,919), copolymers of L-
glutamic acid and fy-ethyl-L-glutamate, non-degradable ethylene-vinyl acetate,
degradable lactic acid-glycolic acid copolymers such as the LUPRON DEPOT™

(injectable microspheres composed of lactic acid-glycolic acid copolymer and
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leuprolide acetate), and poly-D-(-)-3-hydroxybutyric acid. Microencapsulation of
recombinant proteins for sustained release has been successfully performed with
human growth hormone (thGH), interferon- (thIFN-), interleukin-2, and MN rpg 120.
Johnson et al., Nat. Med. 2: 795-799 (1996); Yasuda et al., Biomed. Ther. 27: 1221-
1223 (1993); Hora et al., Bio/Technology 8: 755-758 (1990); Cleland, "Design and
Production of Single Immunization Vaccines Using Polylactide Polyglycolide
Microsphere Systems," in Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach,
Powell and Newman, eds., (Plenum Press: New York, 1995), pp. 439-462; WO
97/036592; WO 96/40072; WO 96/07399; and U.S. Pat. No. 5,654,010.

The sustained-release formulations of these proteins may be developed using
poly lactic-coglycolic acid (PLGA) polymer due to its biocompatibility and wide
range of biodegradable properties. The degradation products of PLGA, lactic and
glycolic acids, can be cleared quickly within the human body. Moreover, the
degradability of this polymer can be adjusted from months to years depending on its
molecular weight and composition. Lewis, "Controlled release of bioactive agents
from lactide/glycolide polymer", in Biodegradable Polymers as Drug Delivery
Systems (Marcel Dekker; New York, 1990), M. Chasin and R. Langer (Eds.) pp. 1-41.

While polymers such as ethylene-vinyl acetate and lactic acid-glycolic acid
enable release of molecules for over 100 days, certain hydrogels release proteins for
shorter time periods. When encapsulated antibodies remain in the body for a long
time, they may denature or aggregate as a result of exposure to moisture at 37<C,
resulting in a loss of biological activity and possible changes in immunogenicity.
Rational strategies can be devised for stabilization depending on the mechanism
involved. For example, if the aggregation mechanism is discovered to be
intermolecular S-S bond formation through thio-disulfide interchange, stabilization
may be achieved by modifying sulthydryl residues, lyophilizing from acidic
solutions, controlling moisture content, using appropriate additives, and developing
specific polymer matrix compositions.

Liposomal or proteinoid compositions may also be used to formulate the
proteins or antibodies disclosed herein. See U.S. Patent Nos. 4,925,673 and
5,013,556.
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Stability of the proteins and antibodies described herein may be enhanced
through the use of non-toxic “water-soluble polyvalent metal salts”. Examples
include Ca**, Mg®, Zn*, Fe*’, Fe*', Cu®, Sn*', Sn*", AI*" and AI**. Example anions
that can form water soluble salts with the above polyvalent metal cations include
those formed from inorganic acids and/or organic acids. Such water-soluble salts
have a solubility in water (at 20°C) of at least about 20 mg/ml, alternatively at least
about 100 mg/ml, alternative at least about 200 mg/ml.

Suitable inorganic acids that can be used to form the "water soluble polyvalent
metal salts" include hydrochloric, acetic, sulfuric, nitric, thiocyanic and phosphoric
acid. Suitable organic acids that can be used include aliphatic carboxylic acid and
aromatic acids. Aliphatic acids within this definition may be defined as saturated or
unsaturated C, , carboxylic acids (e.g., aliphatic mono-, di- and tri-carboxylic acids).
For example, exemplary monocarboxylic acids within this definition include the
saturated C,, monocarboxylic acids acetic, proprionic, butyric, valeric, caproic,
enanthic, caprylic pelargonic and capryonic, and the unsaturated C, , monocarboxylic
acids acrylic, propriolic methacrylic, crotonic and isocrotonic acids. Exemplary
dicarboxylic acids include the saturated C,, dicarboxylic acids malonic, succinic,
glutaric, adipic and pimelic, while unsaturated C, , dicarboxylic acids include maleic,
fumaric, citraconic and mesaconic acids. Exemplary tricarboxylic acids include the
saturated C,, tricarboxylic acids tricarballylic and 1,2,3-butanetricarboxylic acid.
Additionally, the carboxylic acids of this definition may also contain one or two
hydroxyl groups to form hydroxy carboxylic acids. Exemplary hydroxy carboxylic
acids include glycolic, lactic, glyceric, tartronic, malic, tartaric and citric acid.
Aromatic acids within this definition include benzoic and salicylic acid.

Commonly employed water soluble polyvalent metal salts which may be used
to help stabilize the encapsulated polypeptides of this invention include, for example:
(1) the inorganic acid metal salts of halides (e.g., zinc chloride, calcium chloride),
sulfates, nitrates, phosphates and thiocyanates; (2) the aliphatic carboxylic acid metal
salts (e.g., calcium acetate, zinc acetate, calcium proprionate, zinc glycolate, calcium
lactate, zinc lactate and zing tartrate); and (3) the aromatic carboxylic acid metal salts

of benzoates (e.g., zinc benzoate) and salicylates.
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E. Methods of treatment:

For the prevention or treatment of disease, the appropriate dosage of an active
agent, will depend on the type of disease to be treated, as defined above, the severity
and course of the disease, whether the agent is administered for preventive or
therapeutic purposes, previous therapy, the patient's clinical history and response to
the agent, and the discretion of the attending physician. The agent is suitably
administered to the patient at one time or over a series of treatments.

A preferred method of treatment is the treatment of IgE-mediated disorders.
IgE mediated disorders includes atopic disorders, which are characterized by an
inherited propensity to respond immunologically to many common naturally
occurring inhaled and ingested antigens and the continual production of IgE
antibodies. Specific atopic disorders includes allergic asthma, allergic rhinitis, atopic
dermatitis and allergic gastroenteropathy. Atopic patients often have multiple
allergies, meaning that they have IgE antibodies to, and symptoms from, many
environmental allergens, including pollens, fungi (e.g., molds), animal and insect
debris and certain foods.

However disorders associated with elevated IgE levels are not limited to those
with an inherited (atopic) etiology. Other disorders associated with elevated IgE
levels, that appear to be IgE-mediated and are treatable with the formulations of this
present invention include hypersensitivity (e.g., anaphylactic hypersensitivity),
eczema, urticaria, allergic bronchopulmonary aspergillosis, parasitic diseases, hyper-
IgE  syndrome, ataxia-telangiectasia, Wiskott-Aldrich syndrome, thymic
alymphoplasia, IgE myeloma and graft-versus-host reaction.

Allergic rhinitis, also known as allergic rhinoconjunctivitis or hay fever, is the
most common manifestation of an atopic reaction to inhaled allergens, the severity
and duration of which is often correlative with the intensity and length of exposure to
the allergen. [t is a chronic disease, which may first appear at any age, but the onset
is usually during childhood or adolescence. A typical attack consists of profuse
watery rhinorrhea, paroxysmal sneezing, nasal obstruction and itching of the nose and
palate. Postnasal mucus drainage also causes sore throat, throat clearing and cough.
There can also be symptoms of allergic blepharoconjunctivitis, with intense itching of

the conjunctivae and eyelids, redness, tearing, and photophobia. Severe attacks are
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often accompanied by systemic malaise, weakness, fatigue, and sometime, muscle
soreness after intense periods of sneezing.

Asthma, also known as reversible obstructive airway disease, is characterized
by hyperresponsiveness of the tracheobronchial tree to respiratory irritants and
bronchoconstrictor chemicals, producing attacks of wheezing, dyspnea, chest
tightness, and cough that are reversible spontaneously or with treatment. It is a
chronic disease involving the entire airway, but varies in severity from occasional
mild transient episodes to severe, chronic, life-threatening bronchial obstruction.
Asthma and atopy may coexhist, but only about half of asthmatics are also atopic, and
an even smaller percentage of atopic patients also have asthma. However, atopy and
asthma are not entirely independent in that asthma occurs more frequently among
atopic than amongst nonatopic individuals, especially during childhood. Asthma has
further been historically broken down into two subgroups, extrinsic asthma and
intrinsic asthma.

Extrinsic asthma, also known as allergic, atopic or immunologic asthma, is
descriptive of patients that generally develop asthma early in life, usually during
infancy or childhood. Other manifestations of atopy, including eczema or allergic
rhinitis often coexist. Asthmatic attacks can occur during pollen seasons, in the
presence of animals, or on exposure to house dust, feather pillows, or other allergens.
Skin tests show positive wheal-and-flare reactions to the causative allergens.
Interestingly, total serum IgE concentrations is frequently elevated, but is sometimes
normal.

Intrinsic asthma, also known as nonallergic or idopathic asthma, typically first
occurs during adult life, after and apparent respiratory infection. Symptoms include
chronic or recurrent bronchial obstruction unrelated to pollen seasons or exposure to
other allegens. Skin tests are negative to the usual atopic allergens, serum IgE
concentration is normal.  Additional symptoms include sputum blood and
eosinophilia. Other schemes for classifying asthma into subgroups, like aspirin-
sensitive, exercise-induced, infectious and psychologic merely define external
triggering factors that affect certain patients more so than others.

Finally, it is important to note that while some classifications have historically

associated only allergic asthma with IgE dependency, there is now strong statistically
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significant data showing a correlation between IgE and asthma (both allergic and non-

allergic). Chapter 27, “The Atopic Diseases”, A.I. Terr in Medical Immunology, 9th

Ed., Simon and Schuster, Stites et al, Ed. (1997). As aresult, the term “IgE-mediated

disorders”, for purposes of this patent application, includes both allergic and non-
3  allergic asthma.

Physical signs of an asthma attack include tachypnea, audible wheezing, and
use of the accessory muscles of respiration. Rapid pulse and elevated blood pressure
are also typically present, as are elevated levels of cosinophils in the peripheral blood
and nasal secretions. Pulmonary functions show a decrease in flow rates and 1

10 second forced expiratory volume (FEV,). The total lung capacity and functional
residual capacity are typically normal or slightly increased, but may be decreased
with extreme bronchospasm.

The pathology of asthma can be distinguished by early phase and late phase
reactions. The early phase is characterized by smooth muscle contraction, edema and

15 hypersecretion, while the late phase reactions by cellular inflammation. Asthma can
be induced by various non-specific triggers including infections (e.g., viral respiratory
infections), physiologic factors (e.g., exercise, hyperventilation, deep breathing,
psychologic factors), atmospheric factors (e.g., sulfur dioxide, ammonia, cold air,
ozone, distilied water vapor), ingestants (e.g., propranolol, aspirin, nonsteroidal anti-

20 inflammatory drugs), experimental inhalants (e.g., hypertonic solutions, citric acid,
histarnine, methacholine, prostaglandin F,,) and occupational inhalants (e.g,
isocyantes). Various additional occupational or environmental allergens that cause
allergic asthma can include, animal products, insect dusts, sea creatures, plant
products, fruits, seeds, leaves and pollens, organic dyes and inks, microbial agents,

25  enzymes, therapeutic agents, sterilizing agents, inorganic and organic chemicals.

Atopic dermatitis, also known as eczema, neurodermatitis, atopic eczema or
Besnier’s prurigo, is common chronic skin disorder specific to a subset of patients
with the familial and immunologic features of atopy. The essential feature is a
pruritic dermal inflammatory response, which induces a characteristic symmetrically

30 distributed skin eruption with predilection for certain sites. There is also frequent
overproduction of IgE by B lymphocytes. While atopic dermatitis is classified as a

cutaneous form of atopy because it is associated with allergic rhinitis and asthma and

i
i
;
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high IgE levels, the severity of the dermatitis, however, does not always correlate
with exposure to allergens on skin testing, and desensitization (unlike other allergic
diseases) is not effective treatment. While high serum IgE is confirmatory of a
diagnosis of allergic asthma, normal levels do not preclude it. Onset of the disease
can occur at any age, and lesions begin acutely with erythematous edematous papule
or plague with scaling. Itching leads to weeping and crusting, then to chronic
lichenification. On the cellular level, acute lesion is edemous and the dermis is
infiltrated with mononuclear cells, CD4 lymphocytes. Neutrophils, eosinophils,
plasma cells and basophils are rare, but degranulated mast cells are present, Chronic
lesions feature epidermal hyperplasia, hyperkeratosis and parakeratosis, and the
dermis is infiltrated with mononuclear cells, Langerhans’ cells and mast cells. There
may also be focal areas of fibrosis, including involvement of the perineurium of small
nerves.

Allergic gasiroenteropathy, also known as eosinophilic gastroenteropathy, is
an unusual atopic manifestation in which multiple IgE food sensitivities are
associated with a local gastrointestinal tract mucosal reaction. It is rare in adults, but
more common, but transient, in infants. The condition results when ingested food
allergens react with local IgE antibodies in the jejunal mucosa liberate mast cell
mediators, resulting in gastrointestinal symptoms shortly after the meal. Continued
exposure produced chronic inflammation, resulting in gastrointestinal proteins loss
and hypoproteinemic edema. Blood loss through the inflamed intestinal mucosa may
be significant enough to cause iron deficiency anemia. The allergic reaction occurs
locally in the upper gastrointestinal mucosa following allergen exposure, but resolves
with allergen avoidance.

Anaphylaxis and wurticaria are clearly IgE-mediated, but they lack genetic
determinants, and have no predilection for atopic individuals. Anaphylaxis is an
acute, generalized allergic reaction with simultaneous involvement of several organ
systems, usually cardiovascular, respiratory, cutaneous and gastrointestinal. The
reaction is immunologically mediated, and it occurs on exposure to an allergen to
which the subject has been previously sensitized. Urticaria and angioedema refers to
the physical swelling, erythema and itching resulting from histamine stimulated

receptor in superficial cutaneous blood vessels, and is the hallmark cutaneous feature
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of systemic anaphylaxis. Systemic anaphylaxis is the occurrence of an IgE-mediated
reaction simultaneously in multiple organs resulting from drug, insect venom or food.
It is caused suddenly by allergen induced, mast cell loaded IgE, resulting in profound
and life-threatening alteration in the functioning of various vital organs. Vascular
collapse, acute airway obstruction, cutaneous vasodilation and edema, and
gastrointestinal and genitourinary muscle spasm occur almost simultaneously,
although not always to the same degree.

The pathology of anaphylaxis includes angioedema and hyperinfiated lungs,
with mucous plugging of airways and focal atelectasis. On a cellular level, the lungs
appear similarly as during an acute asthma attack, with hypersecretion of bronchial
submucosal glands, mucosal and submucosal edema, peribronchial vascular
congestion and eosinophilia in the bronchial walls. Pulmonary edema and
hemorrhage may be present. Bronchial muscle spasm, hyperinflation, and even
rupture of alveoli may also be present. Important feature of human anaphylaxis
include edema, vascular congestion, and eosinophilia in the lamina propria of the
larynx, trachea, epiglottis and hypopharynx.

Exposure to the allergen may be through ingestion, injection, inhalation or
contct with skin or mucous membrane. The reaction begins within seconds or
minutes after exposure to the allergen. There may be an initial fright or sense of
impending doom, followed rapidly by symptoms in one or more target organ systems:
cardiovascular, respiratory, cutaneous and gastrointestinal.

The allergens responsible for anaphylaxis differ from those commonly
associated with atopy. Foods, drugs, insect venoms or latex are tﬂe COmMMmon sources.
Food allergens includes those fond in crustaceans, mollusks (e.g., lobster, shrimp,
crab), fish, legumes (e.g., peanuts, peas, beans, licorice), seeds (e.g. sesame,
cottonseed, caraway, mustar, flaxseed, sunflower), nuts, berries, egg whites,
buckwheat and milk. Drug allergens include those found in heterologous proteins
and polypeptides, polysaccharides and haptenic drugs. Insect allergens include
Hymenoptera insects, including the honeybee, yellow jacket, hornet, wasp and fire

ant.
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While epinephrine is the typical treatment for anaphylaxis, antihistamine or
other histamine blockers are typically prescribed for less severe urticaria or

angioedemic reaction.

F. Combination Therapies

The method of the invention can be combined with known methods of
treatment for IgE-mediated disorder, either as combined or additional treatments steps
or as additional components of a therapeutic formulation.

For example, antihistamines, especially non-sedating antihistamines may be
administered before, prior to, or commensurate with the anti-IgE antibodies of the
invention.  Suitable antihistamines include those of the alkylamine (e.g.,
chlorpheniramine), ethanolamine (e.g., diphenhydramine) and phenothiazine (e.g.,
promethazine). While many antihistamines antagonize the pharmacological effects of
histamine by blocking its receptor sites on the effector cells, other common
antihistamine drugs operate by blocking histamine release from mast cells that have
been sensitized and armed with allergen-specific IgE (e.g., cromolyn sodium).
Example antihistamines include astemizole, azatadine maleate, bropheniramine
maleate, carbinoxamine maleate, cetirizine hydrochloride, clemastine fumarate,
cyproheptadine hydrochloride, dexbrompheniramine maleate, dexchlorpheniramine
maleate, dimenhydrinate, diphenhydramine hydrochloride, doxylamine succinate,
fexofendadine  hydrochloride,  terphenadine  hydrochloride,  hydroxyzine
hydrochloride, loratidine, meclizine hydrochloride, tripelannamine citrate,
tripelennamine hydrochloride, triprolidine hydrochloride.

Particular symptoms of IgE-mediated disorders (e.g., early phase reactions)
can be ameliorated with sympathomimetics or drugs having bronchodialator effect.
Epinephrine is a broad acting alpha and beta-adrenergic often administered
subcutaneously in a does of 0.2 - 0.5 mL of 1:100 aqueous solution. A longer acting
form of epinephrine (i.e., terbutaline) in 1:200 suspension is also used when a longer
duration effect is desired. Suitable additional beta-adrenergics include albuterol,
pirbuterol, metaproterenol, salmeterol, isoetharine and formoterol for administration
nasally (e.g., hand-held nebulizer, intermittent positive-pressure breathing device, or

metered-dose pressurized inhalers) or orally.
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Bronchodilation can also be achieved through administration of xanthines,
especially when they are administered in combination with the above
sympathomimetic drugs. Example xanthines include aminophylline (iv. 250-500 mg)
and theophylline (oral, 10-20 pg/ml serum concentration).

Other symptoms from various IgE-mediated disorders (e.g., late phase
reactions) can be attenuated by treatment with glucocorticoids or other drugs having
anti-inflammatory effects. Prednisone (30-60 mg daily) is administered systemically
for severe attacks, while beclomethasone dipropionate, triamcinolone acetonide and
flunisolide are administered in aerosolized form as long-term maintenance therapy.
Additionaly coricosteroids that have anti-inflammatory effects include:
betamethasone, budesonide, dexamethasone, fludrocortisone acetate, flunisolide,
fluticasone  propionate, hydrocortisone, methylprednisolone, prednisolone,
prednisone, triamcinolone.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs that may also be used in combination
with the therapeutic methods of the invention include, acetaminophen, aspirin,
bromfenac sodium, diclofenac sodium, diflunisal, etodolac, fenoprofen calcium,
flurbiprofen, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, meclofenamate sodium,
mefenamic acid, nabumetone, naproxen, naproxen sodium, oxyphenbutazone,
phenylbutzone, piroxicam, sulindac, tolmetin sodium.

Additionally, the maximum therapeutic benefit may also be achieved with the
administration of decongestants {(e.g., phenylephrine, phenylpropanolamine,
pseudoephadrin), cough suppressants (e.g., dextromethorphan, codeine, or
hydrocodone) or analgesic (e.g., acetaminophen, aspirtn).

Allergen desensitization is a treatment form in which allergens are injected
into the patient for the purpose or reducing or eliminating the allergic response. It is
also known as allergen immunotherapy, hyposensitization or allergy injection
therapy. It is often used in combination with other allergy treatments, but not often as
a primary treatment. It has been successful employed when allergen avoidance is
impossible. A typical allergen desensitization treatment incorporates subcutaneous
injection of sterile allergen in increasing doses once or twice a week until a dose is
achieved that produces a transient small local area of inflammation at the injection

site. The does is then given on a maintenance schedule once every 2-4 weeks.
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Allergic desensitization is most often used in the treatment of allergic asthma and
allergic rhinitis, althought is has had success in treating anaphylaxis. Desensttization
has also been effectively used through the use of adjuvants, such as incomplete
Freund’s adjuvant, which is an emulsion of aqueous antigen in mineral oil. The

5  physiological effect creates an insoluble liguid depot from which droplets of allergen
are gradually released. Another form of allergen desensitization is to polymerize
monomeric allergens with glutaraldehyde to create a molecule with relatively low
allergenity (i.e., causes allergic response), while retaining an effective degree of
immunogenicity.

10

G. Pharmaceutical Dosages:

Dosages and desired drug concentration of pharmaceutical compositions of
the present invention may vary depending on the particular use envisioned. The
determination of the appropriate dosage or route of administration is well within the

15  skill of an ordinary artisan. Animal experiments provide reliable guidance for the
determination of effective doses for human therapy. Interspecies scaling of effective
doses can be performed following the principles laid down by Mordenti, J. and
Chappell, W. "The Use of Interspecies Scaling in Toxicokinetics," In Toxicokinetics
and New Drug Development, Yacobi et al., Eds, Pergamon Press, New York 1989,

20 pp.42-46.

When ir vive administration of the polypeptides or antibodies described herein
are used, normal dosage amounts may vary from about 10 ng/kg up to about 100
mg/kg of mammal body weight or more per day, preferably about 1 mg/kg/day to 10
mg/kg/day, depending upon the route of administration. Guidance as to particular

!5 dosages and methods of delivery is provided in the literature; see, for example, U.S.
Pat. Nos. 4,657,760; 5,206,344; or 5,225,212, It is within the scope of the invention
that different formulations will be effective for different treatments and different
disorders, and that administration intended to treat a specific organ or tissue may
necessitate delivery in a manner different from that to another organ or tissue.

30 Moreover, dosages may be administered by one or more separate administrations, or
by continuous infusion. For repeated administrations over several days or longer,

depending on the condition, the treatment is sustained until a desired suppression of

5 = UL, Ly - ;
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disease symptoms occurs. However, other dosage regimens may be useful. The

progress of this therapy is easily monitored by conventional techniques and assays.

H. Administration of the Formulation

The formulations of the present invention, including but not limited to
reconstituted formulations, are administered to a mammal in need of treatment with
the protein, preferably a human, in accord with known methods, such as intravenous
administration as a bolus or by continuous infusion over a period of time, by
intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutancous, intra-articular,
intrasynovial, intrathecal, oral, topical, or inhalation routes.

In preferred embodiments, the formulations are administered to the mammal
by subcutaneous (i.e. beneath the skin) administration. For such purposes, the
formulation may be injected using a syringe. However, other devices for
administration of the formulation are available such as injection devices (e.g. the
Inject-ease™ and Genject™ devices); injector pens (such as the GenPen™); auto-
injector devices, needleless devices (e.g. MediJector™ and BioJector™); and
subcutaneous patch delivery systems.

In a specific embodiment, the present invention is directed to kits for a single
dose-administration unit. Such kits comprise a container of an aqueous formulation
of therapeutic protein or antibody, including both single or multi-chambered pre-
filled syringes. Exemplary pre-filled syringes are available from Vetter GmbH,
Ravensburg, Germany.

The appropriate dosage {"therapeutically effective amount") of the protein will
depend, for example, on the condition to be treated, the severity and course of the
condition, whether the protein is administered for preventive or therapeutic purposes,
previous therapy, the patient's clinical history and response to the protein, the type of
protein used, and the discretion of the attending physician. The protein is suitably
administered to the patient at one time or over a series of treatments and may be
administered to the patient at any time from diagnosis onwards. The protein may be
administered as the sole treatment or in conjunction with other drugs or therapies

useful in treating the condition in question.
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Where the protein of choice is an antibody, from about 0.1-20 mg/kg is an
initial candidate dosage for administration to the patient, whether, for example, by
one or more separate administrations. However, other dosage regimens may be
useful. The progress of this therapy is easily monitored by conventional techniques.

Uses for an anti-IgE formulation (e.g., rhuMADbE-25, thMAbBE-26, Hu-901)
include the treatment or prophylaxis of IgE-mediated allergic diseases, parasitic
infections, interstitial cystitis and asthma, for example. Depending on the disease or
disorder to be treated, a therapeutically effective amount (e.g. from about 1-15 mg/kg)
of the anti-IgE antibody is administered to the patient.

I Articles of Manufacture

In another embodiment of the invention, an article of manufacture is provided

which contains the formulation and preferably provides instructions for its use. The
article of manufacture comprises acontainer. Suitable containers include, for
example, bottles, vials (e.g. dual chamber vials), syringes (such as single or dual
chamber syringes) and test tubes. The container may be formed from a variety of
materials such as glass or plastic. The container holds the formulation and the label
on, or associated with, the container may indicate directions for reconstitution and/or
use. The label may further indicate that the formulation is useful or intended for
subcutaneous administration. The container holding the formulation may be a multi-
use vial, which allows for repeat administrations (e.g. from 2-6 administrations) of
the reconstituted formulation. The article of manufacture may further comprise a
second container comprising a suitable diluent (e.g. BWFI). Upon mixing of the
diluent and the lyophilized formulation, the final protein concentration in the
reconstituted formulation will generally be at least 50 mg/ml. The article of
manufacture may further include other materials desirable from a commercial and
user standpoint, including other buffers, diluents, filters, needles, syringes, and
package inserts with instructions for use.

The invention will be more fully understood by reference to the following
examples. They should not, however, be construed as limiting the scope of the
invention. All citations throughout the disclosure are hereby expressly incorporated

by reference.
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In another embodiment, the invention provides for an anticle of manufacture
comprising the formulations described herein for administration in an auto-injector
device. An auto-injector can be described as an injection device that upon activation,
will deliver its contents without additional necessary action from the patient or
administrator. They are particularly suited for self-medication of therapeutic
formulations when delivery rate must be constant and the time of delivery is greater

than a few moments.

EXAMPLE 1
Preparation of Anti-IgE thuMADbE25 (“E25”) Formulation
Formulations of the monoclonal anti-IgE antibody rhuMADbBE25 were prepared from
E25 bulk residual Lot K9094A (40 mg/ml rhuMAb E25, 85 mM trehalose, 5 mM
histidine, pH 6, 0.01% Tween 20) or thuMAbE2S Q-Pool (5 mg/ml rhuMAb E25, 25
mM Tris, 200 mM NaC}l).

Aqueous solutions of thuMAbE2S5 was prepared by dialysis into different buffers (20
mM His-HCI and 200 mM Arg-HCl, pH 6.0) at 2-8°C using a Slide-A-Lyzer Dialysis
Cassette (Pierce). The samples were then transferred into the sample reservoir of a
Centricon-30 centrifugal microconcentrators (Amicon).  The proteins were
concentrated by spinning the Centricon-3 concentrator at 4000-5000 g until the

desired protein concentration is achieved.

The samples were then concentrated to ~150 mg/ml of rhuMAb E25 using
ultrafiltration. Tween 20 was added to each preparation to a final concentration of
0.02%. All formulations were filtered, aseptically filled into 3 cc FormaVitrum vials
and stoppered with 13-mM Diakyo stoppers in a Class 100 room.
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EXAMPLE 2

Method and Materials:

Stability Studies: All formulations were filled at 1 ml in 3 cc FormaVitrum glass
vials and stoppered with 13-mm Diakyo stoppers in a Class 100 sterile filling suite.
Vials were placed at -70, 2-8, 15, 30 and 40°C in light impermeable containers.

Agitation Study: Aliquots of each formulation were placed in the glass vials. Vials
were agitated horizontally on a Glas-Col Bench Top Shaker at room temperature. The
shaker was set at 70 with an arm length of 30 c¢cm (maximum). After agitation,
samples were inspected and analyzed according to the following protocol.

Freeze-Thawing Study: Samples of E25 underwent three cycles of freeze-thaw.
Each cycle consisted of freezing at -70°C overnight and subsequently thawing at
room temperature for about one hour. After each cycle, samples were inspected
visually using a light box to assess the color and clarity of the liquid. Turbidity and
soluble aggregates were measured following the protocol described below.

Analytical Methods: Stability samples were analyzed by the methods outlined in
Table 1

Table 1: Analytical Methods

Assay Purpose

Color, Clarity, Appearanc&ta Visual inspection of liquid formulations

and low molecular weight components

Size Exclusion Chromatography (SEC)b Measures % monomer, soluble aggregates

Hydrophobic Interaction Measures level of Asp-32 isomerization
Chromatography (HIC)c and free thiol

UV Spec Scan (Gravimetric)’ Measures protein concentration

Turbidity (Mean OD 340-360 nm)d Measures soluble and insoluble aggregates
Activitye Determines binding activity of anti-IgE

2 Pass for Color, Appearance and Clarity:

A
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The color, appearance and clarity of the sample were visually assessed against the
white and black background of the inspection and compared to an equal volume of
negative control. Samples should be carefully swirled to ensure homogenous mixing,

but not so vigorously so as to create air bubbles.

b Size Exclusion Chromatography:

A TSK SUPER SW3000 (4.6 x 300 mm) column was used in an HP 1100
chromatography system. The column was loaded with 20 pg protein and eluted in 0.1
M potassium phosphate, pH 6.8. The sample was measured at 280 nm by a UV

detector.

¢ Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC):

The HIC experiments were conducted using a TSK Phenyl-5PW (7.5 x 75 mm)
column (TosoHaas) on an HP 1100 liquid chromatography system. The column was
loaded with 28 pg of papain digested Fab fragments and eluted with a concentration
gradient of ammonium sulfate in 20 mM Tris buffer from 2 M to 0 M. The peaks
were monitored at 210 nm by a UV detector.

d Turbidity:
The turbidity of samples were determined in a 1-cm path length cuvette using a HP
spectrometer. The turbidity was calculated as the average absorbance from 340-360

nm.

© The activity of of the anti-IgE monoclonal antibody was determined by a receptor

binding inhibition assay. Samples were diluted to fall within the range of the standard
curve from 100 and 1.56 pg/ml in an assay diluent containing phosphste buffer, 0.5%
BSA, 0.05% polysorbate 20, 0.01% Thimetrosol. A microtiter plate was coated with
IgE receptor, then incubated with the IgE-biotin and diluted anti-IgE sample. The
amount of IgE-Biotin bound to the receptor that correlated with activity of anti-IgE
monoclonal antibody was measured using Streptavidin-HRP. The data were analyzed

using a 4-parameter logistic curve-fitting program.
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f The concentration of antibody was obtained on a Hewlett Packard 8453 diode array

spectrophotometer with a 1-cm quartz cuvetter. The concentration was calculated

using an absorptivity of 1.5 cm™ (mg/ml)."
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Summary of Liquid Formulations
Formulations Protein Ranges Buffer/Ranges Excipients/Ranges
80 mg/ml E25 40-150 mg/ml His-HCl or His- | Trehalose or Sucrose
50 mM Histidine-HCl Acetate Sugar Ranges: 20
150 mM Trehalose Ranges: 10 mM - | mM -350 mM
0.05% Polysorbate 20 160 mM Polysorbate: 0.01%-
pH 6.0 0.1%
150 mg/ml E25 40-260 mg/ml His-HCl or His- | ArgHCl Ranges: 50
20 mM Histidine-HCl Acetate mM 200 mM
200 mM ArgHCl Ranges: 10 mM — | Polysorbate: 0.01%-
0.02% Polsorbate 20 100 mM 0.1%
pH 6.0
Stability Data for 150 mg/ml E25 in Histidine and ArgHCI formulation
. a HIC®
T(fg')p (mE:I:s) Visual pH SEAC ;ﬁ: of | Potency® Turbidity*
Monomer ain
5 0 pass 6.2 99.0 64 106 0.25
1 pass 6.0 99.2 63 100 0.27
3 pass 6.0 99.3 63 111 0.25
16 pass 6.0 98.9 62 83 0.27
1 pass 59 98.43 54 91 0.25
30 3 Pass 6.1 97.53 42 65 0.30
16 Pass 6.0 90.63 19 28 0.54
Stability Data for 80 mg/mi E25 in Histidine and Trehalose formulation
. SEC*®
Temp | Time Visual H % HIC b Potency | Turbidity °
(°C) |(Months) PR Moremer | % Main y ty
0 Pass 5.7 99.1 64 100 0.20
5 1 Pass 5.8 88.7 63 92 0.20
3 Pass 5.7 98.8 63 124 0.20
6 Pass 5.7 99.1 63 97 0.21
14 Pass 57 99.0 62 83 0.21
24 Pass 5.7 08.8 62 84 0.20
1 Pass 5.8 98.7 55 77 0.20
30 3 Pass 5.7 97.4 41 76 0.29
6 Pass 58 95.5 31 48 0.38
14 Pass 5.7 93.1 22 30 0.48

a. Size exclusion chromatography for measuring soluble aggregates and

fragments

b. Hydrophobic interaction chromatography for papain digested E25.
¢. IgE receptor binding inhibition assay
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d. Mean OD (340-360 nm)

35

Agitation study:
TO Shaking after 3 days
. . SEC - . SEC .
Formulation | Visual (% Monomer) Turbidity Visual (% Monomer) Turbidity
1 Pass 98.5 018 pass 99.3 0.18
2 Pass 98.0 0.19 pass 99.4 0.19
Formulation 1: 156 mg/ml E25, 200 mM ArgCl, 23 mM His, 0.02 % T20
Formulation 2: 150 mg/ml E235, 1832 mM ArgCl, 20 mM His, 0.02 % T20
Freeze thawing study:
TO After 1 st Cycle After 3 rd Cycle
SEC SEC SEC
Formulation | Visual % Turbidity | Visual % Turbidity | Visual % Turbidity
Monomer onome!| Monomer
1 pass 99.5 0.18 pass 99.3 0.17 pass 99.4 0.17
2 pass 99.0 0.19 pass 892 0.19 pass 992 0.18

Formulation 1: 156 mg/ml E25, 200 mM ArgCl, 23 mM His, 0.02 % T20
Formulation 2: 150 mg/ml E25, 182 mM ArgCl, 20 mM His, 0.02 % T20

EXAMPLE 3

Samples of the anti-IgE monoclonal antibody (E26) liquid formulations were

prepared in 20 mM buffers and then stored at 30°C and 40 °C. The stability of E26

was determined by chromatography and activity measurements. The size exclusion

chromatography was used for determining the soluble aggregates, and the

hydrophobic interaction chromatography of pepsin digested sample was used for

measuring isomerization. The activity of sample was monitored by using an IgE

receptor binding inhibition assay. As shown in figure 1, 2 and 3, the degradation of

E26 is highly dependent on pH of buffers. The E26 appears to be most stable around

pH 6.0.

EXAMPLE 4
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The particulate formulation is a major challenge for making the high
concentration liquid formulation, since it usually increases with increasing of protein
concentration under the stressed conditions. Figure 4 shows the result of agitation
study for a concentrated E26 liquid formulation. The formulation was prepared in 20
mM succinate, 192 mM trehalose at pH 6.0 with different concentration of
polysorbate 20. The particulate formulation was monitored by turbidity measurement.
The result shows that the turbidity of E26 solution increases with agitation time. The
addition of at least 0.01% of polysorbate is essential for reducing the particulate
formation under the stressed condition. Similar results were also observed for

concentrated E25 liquid formulation.

EXAMPLE 5

Figure 5 shows the liquid formulation of 150 mg/ml E25 prepared by
reconstitution of the lyophilized E25. Increasing of salt concentration inhibits the
reversible particulate formation and results in the reduction of turbidity reading.
Among all the salts tested, the formulation with Arg-HCI appears to have the least
turbidity. The effect of salt concentration on lowering the turbidity reading has also
been observed for E25 prepared using a TFF process.

EXAMPLE 6

The liquid formulation of E25 in the presence of ArgHCI also appears to have
better stability than other liquid formulations. Figure 6 and 7 show the stability study
of E25 at 150 mg/ml in liquid formulations containing ArgHCI, CaCl, and MgCl,.
For liquid formulation containing ArgHCl with or without sucrose, there is little
difference in heir stability in terms of turbidity, isomerization and fragmentation. The
liquid formulations containing ArgHCl are more stable than the formulation
containing MgCl, and CaCl,.

EXAMPLE 7
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Figure 8 shows the results of a stability study of E25 liquid formulation with
acetate and histidine formulations. The formulation with histidine has higher pH than
the acetate formulation. The results clearly showed that the E25 in a histidine,

ArgHCl liquid formulation are more stable than under other conditions.
EXAMPLE 8

The high concentration of E25 can form solid gel in the presence of certain
ions, such as citrate, succinate and sulfate (table I), particularly at storage temperature
of 2-8 °C. Using arginine-HC] as an excipient allows us to formulate E25 up to more

than 200 mg/ml without gel or precipitate formation.
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Table 1: Effect of various excipients on gelation of E25 at 125 mg/ml, pH

~6.0
Excipient |  Excipient  Preparation Turbidity Antibody Visual
Concentration at TO Concentration  Appearance
MM (340-360 mg/ml
nm)
SWFI Lyo Recon 0.21 125 Clear
NaCl 188 Lyo Recon 0.25 125 Clear
Succinate 94 Lyo Recon 0.31 125 Gel
Succinate 19 Lyo Recon 0.28 125 Gel
Citcrate 188 LyoRecon  Pending 125 Gel
Citrate 19 Lyo Recon  Pending 125 Gel
Na,SO, Pending Lyo Recon  Pending 125 Gel
Na, SO, Pending Lyo Recon  Pending 125 Opalescent
Phosphate Pending Lyo Recon  Pending 125 Opalescent
Acetate 188 LyoRecon  Pending 125 Clear
Acetate 94 Lyo Recon  Pending 125 Clear
Acetate 19 Lyo Recon  Pending 125 Clear
Histidine 94 Lyo Recon 0.19 125 Clear
Histidine 47 Lyo Recon 0.24 125 Clear
Arginine- 150 Lyo Recon 0.25 137 Clear
HCI
Arginine- 200 TFF 0.19 162 Clear
HCI
Arginine- 150 Lyo Recon 0.27 137 Gel
SO,
CaCl, 125 TFF 0.32 147 Clear
MgCl, 125 TFF 0.48 147 Opalescent
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EXAMPLE 9

Expression of protein or antibody in E. coli

This example illustrates preparation of an unglycosylated form of a desired
protein or antibody by recombinant expression in E. coli.

The DNA sequence encoding the desired protein or antibody is initially
amplified using selected PCR primers. The primers should contain restriction
enzyme sites which correspond to the restriction enzyme sites on the selected
expression vector. A variety of expression vectors may be employed. An example of
a suitable vector is pPBR322 (derived from E. coli; see Bolivar et al., Gene, 2:95
(1977)) which contains genes for ampicillin and tetracycline resistance. The vector is
digested with restriction enzyme and dephosphorylated. The PCR amplified
sequences are then ligated into the vector. The vector will preferably include
sequences which encode for an antibiotic resistance gene, a trp promoter, a polyhis
leader (including the first six STII codons, polyhis sequence, and enterokinase
cleavage site), the coding region of the desired protein or antibody, lambda
transcriptional terminator, and an argU gene. Additionally, the vector may include at
least not insignificant portions of the untranslated 5' and 3' sections of the native
sequence nucleic acid encoding the desired protein or antibody.

The ligation mixture is then used to transform a selected E. coli strain using
the methods described in Sambrook et al., supra. Transformants are identified by
their ability to grow on LB plates and antibiotic resistant colonies are then selected.
Plasmid DNA can be isolated and confirmed by restriction analysis and DNA
sequencing.

Selected clones can be grown overnight in liquid culture medium such
as LB broth supplemented with antibiotics. The overnight culture may subsequently
be used to inoculate a larger scale culture. The cells are then grown to a desired
optical density, during which the expression promoter is turned on.

After culturing the cells for several more hours, the cells can be harvested by
centrifugation. The cell pellet obtained by the centrifugation can be solubilized using

various agents known in the art, and the solubilized desired protein or antibody can
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then be purified using a metal chelating column under conditions that allow tight
binding of the solubilized protein or antibody.

The desired protein or antiobdy may be expressed in E. coli in a poly-His
tagged form, using the following procedure. The DNA encoding the desired protein
or antibody is initially amplified using selected PCR primers. The primers will
contain restriction enzyme sites which correspond to the restriction enzyme sites on
the selected expression vector, and other useful sequences providing for efficient and
reliable translation initiation, rapid purification on a metal chelation column, and
proteolytic removal with enterokinase. The PCR-amplified, poly-His tagged
sequences are then ligated into an expression vector, which is used to transform an E.
coli host based on strain 52 (W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(laclq).
Transformants are first grown in LB containing 50 mg/ml carbenicillin at 30EC with
shaking until an O.D.600 of 3-5 is reached. Cultures are then diluted 50-100 fold into
CRAP media (prepared by mixing 3.57 g (NH,),S0,, 0.71 g sodium citrate$2H2O,
1.07 g KCl, 5.36 g Difco yeast extract, 5.36 g Sheffield hycase SF in 500 mL water,
as well as 110 mM MPOS, pH 7.3, 0.55% (w/v) glucose and 7 mM MgSO,) and
grown for approximately 20-30 hours at 30EC with shaking. Samples are removed to
verify expression by SDS-PAGE analysis, and the bulk culture is centrifuged to pellet
the cells. Cell pellets are frozen until purification and refolding.

E. coli paste from 0.5 to 1 L fermentations {(6-10 g pellets) is resuspended in
10 volumes (w/v) in 7 M guanidine, 20 mM Tris, pH 8 buffer. Solid sodium sulfite
and sodium tetrathionate is added to make final concentrations of 0.1M and 0.02 M,
respectively, and the solution is stirred overnight at 4EC. This step results in a
denatured protein with all cysteine residues blocked by sulfitolization. The solution is
centrifuged at 40,000 rpm in a Beckman Ultracentifuge for 30 min. The supernatant
is diluted with 3-5 volumes of metal chelate column buffer (6 M guanidine, 20 mM
Tris, pH 7.4) and filtered through 0.22 micron filters to clarify. The clarified extract
is loaded onto a 5 mi Qiagen Ni-NTA metal chelate column equilibrated in the metal
chelate column buffer. The column is washed with additional buffer containing 50
mM imidazole (Calbiochem, Utrol grade), pH 7.4. The protein is eluted with buffer

containing 250 mM imidazole. Fractions containing the desired protein are pooled
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and stored at 4EC. Protein concentration is estimated by its absorbance at 280 nm
using the calculated extinction coefficient based on its amino acid sequence.

The proteins are refolded by diluting the sample slowly into freshly prepared
refolding buffer consisting of: 20 mM Tris, pH 8.6, 0.3 M NaCl, 2.5 M urea, 5 mM
cysteine, 20 mM glycine and | mM EDTA. Refolding volumes are chosen so that the
final protein concentration is between 50 to 100 micrograms/ml. The refolding
solution is stirred gently at 4EC for 12-36 hours. The refolding reaction is quenched
by the addition of TFA to a final concentration of 0.4% (pH of approximately 3).
Before further purification of the protein, the solution is filtered through a 0.22
micron filter and acetonitrile is added to 2-10% final concentration. The refolded
protein is chromatographed on a Poros R1/H reversed phase column using a mobile
buffer of 0.1% TFA with elution with a gradient of acetonitrile from 10 to 80%.
Aliquots of fractions with A280 absorbance are analyzed on SDS polyacrylamide gels
and fractions containing homogeneous refolded protein are pooled. Generally, the
properly refolded species of most proteins are eluted at the lowest concentrations of
acetonitrile since those species are the most compact with their hydrophobic interiors
shielded from interaction with the reversed phase resin. Aggregated species are
usually eluted at higher acetonitrile concentrations. In addition to resolving
misfolded forms of proteins from the desired form, the reversed phase step also
removes endotoxin from the samples.

Fractions containing the folded desired protein or antibody are pooled and the
acetonitrile removed using a gentle stream of nitrogen directed at the solution.
Proteins are formulated into 20 mM Hepes, pH 6.8 with 0.14 M sodium chloride and
4% mannitol by dialysis or by gel filtration using G25 Superfine (Pharmacia) resins
equilibrated in the formulation buffer and sterile filtered.

EXAMPLE 10

Expression of protein or antibody in mammalian cells

This example illustrates preparation of a potentially glycosylated forms of the
desired protein or antibody by recombinant expression in mammalian cells.
The vector, pRKS (see EP 307,247, published March 15, 1989), is employed

as the expression vector. Optionally, DNA encoding the desired protein or antibody
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is ligated into pRKS with selected restriction enzymes to allow insertion such DNA
using ligation methods such as described in Sambrook et al., supra.

In one embodiment, the selected host cells may be 293 cells. Human 293 cells
(ATCC CCL 1573) are grown to confluence in tissue culture plates in medium such
as DMEM supplemented with fetal calf serum and optionally, nutrient components
and/or antibiotics. About 10 ug if DNA encoding the desired protein or antibody
ligated into pRKS is mixed with about 1 pg DNA encoding the VA RNA gene
[Thimmappaya et al., Cell, 31:543 (1982)] and dissolved in 500 pl of 1 mM Tris-HC],
0.1 mM EDTA, 0.227 M CaCi,. To this mixture is added, dropwise, 500 ul of 50
mM HEPES (pH 7.35), 280 mM NaCl, 1.5 mM NaPO,, and a precipitate is allowed
to form for 10 minutes at 25°C. The precipitate is suspended and added to the 293
cells and allowed to settle for about four hours at 37°C. The culture medium is
aspirated off and 2 ml of 20% glycerol in PBS is added for 30 seconds. The 293 cells
are then washed with serum free medium, fresh medium is added and the cells are
incubated for about 5 days.

Approximately 24 hours after the transfections, the culture medium is
removed and replaced with culture medium (alone) or culture medium containing 200
pCi/ml **S-cysteine and 200 uCi/ml ¥*S-methionine. After a 12 hour incubation, the
conditioned medium is collected, concentrated on a spin filter, and loaded onto a 15%
SDS gel. The processed gel may be dried and exposed to film for a selected period of
time to reveal the presence of the desired protein or antibody. The cultures containing
transfected cells may undergo further incubation (in serum free medium) and the
medium is tested in selected bioassays.

In an alternative technique, the desired protein or antibody may be introduced
into 293 cells transiently using the dextran sulfate method described by Somparyrac
etal., Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981). 293 cells are grown to maximal density
in a spinner flask and 700 pg DNA encoding the desired protein or antibody ligated
into pRKS is added. The cells are first concentrated from the spinner flask by
centrifugation and washed with PBS. The DNA-dextran precipitate is incubated on
the cell pellet for four hours. The celis are treated with 20% glycerol for 90 seconds,
washed with tissue culture medium, and re-introduced into the spinner flask
containing tissue culture medium, 5 pg/ml bovine insulin and 0.1 ug/ml bovine
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transferrin. After about four days, the conditioned media is centrifuged and filtered to
remove cells and debris. The sample containing the expressed desired protein or
antibody can then be concentrated and purified by any selected method, such as
dialysis and/or column chromatography.

In another embodiment, the desired protein or antibody can be expressed in
CHO cells. The DNA encoding the desired protein or antibody ligated into pRKS5 can
be transfected into CHO cells using known reagents such as CaPQ, or DEAE-dextran.
As described above, the cell cultures can be incubated, and the medium replaced with
culture medium (alone) or medium containing a radiolabel such as **S-methionine.
After determining the presence of the desired protein or antibody, the culture medium
may be replaced with serum free medium. Preferably, the cultures are incubated for
about 6 days, and then the conditioned medium is harvested. The medium containing
the expressed desired protein or antiobody can then be concentrated and purified by
any selected method.

Epitope-tagged variants of the desired protein or antibody may also be
expressed in host CHO cells. The DNA encoding the desired protein or antibody
ligated into pRKS may be subcloned out of the pRKS5 vector. The subclone insert
can undergo PCR to fuse in frame with a selected epitope tag such as a poly-his tag
into a Baculovirus expression vector, The poly-his tagged DNA encoding the desired
protein or antibody insert can then be subcloned into a SV40 driven vector containing
a selection marker such as DHFR for selection of stable clones. Finally, the CHO
cells can be transfected (as described above) with the SV40 driven vector. Labeling
may be performed, as described above, to verify expression. The culture medium
containing the expressed poly-His tagged desired protein or antibody can then be
concentrated and purified by any selected method, such as by Ni**-chelate affinity
chromatography.

The desired protein or antibody may also be expressed in CHO and/or COS
cells by a transient expression procedure or in CHO cells by another stable expression
procedure.

Stable expression in CHO cells is performed using the following procedure.
The proteins are expressed as an IgG construct {immunoadhesin), in which the coding

sequences for the soluble forms (e.g. extracellular domains) of the respective proteins
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are fused to an IgG1 constant region sequence containing the hinge, CH2 and CH2
domains and/or is a poly-His tagged form.

Following PCR amplification, the respective DNAs are subcloned in a CHO
expression vector using standard techniques as described in Ausubel et al., Current
Protocols of Molecular Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997). CHO
expression vectors are constructed to have compatible restriction sites 5= and 3= of
the DNA of interest to allow the convenient shuttling of cDNA=s. The vector used
expression in CHO cells is as described in Lucas ef al., Nucl. Acids Res. 24:9 (1774-
1779 (1996), and uses the SV40 early promoter/enhancer to drive expression of the
cDNA of interest and dihydrofolate reductase (DHFR). DHFR expression permits
selection for stable maintenance of the plasmid following transfection.

Twelve micrograms of the desired plasmid DNA is introduced into
approximately 10 million CHO cells using commercially available transfection
reagents Superfect’ (Quiagen), Dosper’ or Fugene’ (Boehringer Mannheim). The
cells are grown as described in Lucas ef al., supra. Approximately 3 x 107 cells are
frozen in an ampule for further growth and production as described below.

The ampules containing the plasmid DNA are thawed by placement into water
bath and mixed by vortexing. The contents are pipetted into a centrifuge tube
containing 10 mLs of media and centrifuged at 1000 rpm for 5 minutes. The
supernatant is aspirated and the cells are resuspended in 10 mL of selective media
(0.2 ®m filtered PS20 with 5% 0.2 ®m diafiltered fetal bovine serum). The cells are
then aliquoted into a 100 mL spinner containing 90 mL of selective media. After 1-2
days, the cells are transferred into a 250 mL spinner filled with 150 mL selective
growth medium and incubated at 37°C. Afier another 2-3 days, 250 mL, 500 mL and
2000 mL spinners are seeded with 3 x 10° cells/mL. The cell media is exchanged
with fresh media by centrifugation and resuspension in production medium.
Although any suitable CHO media may be employed, a production medium described
in U.S. Patent No. 5,122,469, issued June 16, 1992 may actually be used. A 3L
production spinner is seeded at 1.2 x 10° cells/mL. On day 0, the cell number and pH
is determined. On day 1, the spinner is sampled and sparging with filtered air is
commenced. On day 2, the spinner is sampled, the temperature shifted to 33°C, and
30 mL of 500 g/L glucose and 0.6 mL of 10% antifoam (e.g, 35%
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polydimethylsiloxane emuision, Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion) taken.
Throughout the production, the pH is adjusted as necessary to keep it at around 7.2.
After 10 days, or until the viability dropped below 70%, the cell culture is harvested
by centrifugation and filtering through a 0.22 ®m filter. The filtrate was either stored
at 4°C or immediately loaded onto columns for purification.

For the poly-His tagged constructs, the proteins are purified using a Ni-NTA
column (Qiagen). Before purification, imidazole is added to the conditioned media to
a concentration of 5 mM. The conditioned media is pumped onto a 6 ml Ni-NTA
column equilibrated at 4°C, in 20 mM Hepes, pH 7.4, buffer containing 0.3 M NaCl
and 5 mM imidazole at a flow rate of 4-5 ml/min. After loading, the column is
washed with additional equilibration buffer and the protein eluted with equilibration
buffer containing 0.25 M imidazole. The highly purified protein is subsequently
desalted into a storage buffer containing 10 mM Hepes, 0.14 M NaCl and 4%
mannitol, pH 6.8, with a 25 ml G25 Superfine (Pharmacia) column and stored at -
80°C.

Immunoadhesin (Fc-containing) constructs are purified from the conditioned
media as follows. The conditioned medium is pumped onto a 5 ml Protein A column
(Pharmacia) which had been equilibrated in 20 mM Na phosphate buffer, pH 6.8.
After loading, the column is washed extensively with equilibration buffer before
elution with 100 mM citric acid, pH 3.5. The eluted protein is immediately
neutralized by collecting 1 ml fractions into tubes containing 275 ®L of 1 M Tris
buffer, pH 9. The highly purified protein is subsequently desalted into storage buffer
as described above for the poly-His tagged proteins. The homogeneity is assessed by
SDS polyacrylamide gels and by N-terminal amino acid sequencing by Edman
degradation.

EXAMPLE 11

Expression of protein or antibodies in Yeast

The following method describes recombinant expression of the desired protein
or antibody in yeast.
First, yeast expression vectors are constructed for intracellular production or

secretion of the desired protein or antibody from the ADH2/GAPDH promoter. DNA




10

15

20

25

30

ot 14

encoding desired protein or antibody and the promoter is inserted into suitable
restriction enzyme sites in the selected plasmid in order to direct intracellular
expression. For secretion, DNA encoding the desired protein or antibody can be
cloned into the selected plasmid, together with DNA encoding the ADH2/GAPDH
promoter, a native signal peptide or other mammalian signal peptide, or, for example,
a yeast alpha-factor or invertase secretory signal/leader sequence, and linker
sequences (if needed) for expression of the desired protein or antibody.

Yeast cells, such as yeast strain AB110, can then be transformed with the
expression plasmids described above and cultured in selected fermentation media.
The transformed yeast supernatants can be analyzed by precipitation with 10%
trichloroacetic acid and separation by SDS-PAGE, followed by staining of the gels
with Coomassie Blue stain.

The recombinant protein or antibody can subsequently be isolated and purified
by removing the yeast cells from the fermentation medium by centrifugation and then
concentrating the medium using selected cartridge filters. The concentrate containing
the recombinant protein or antibody may further be purified using selected column

chromatography resins.

EXAMPLE 12

Expression of the Protein or Antibody in Baculovirus-Infected Insect Cells

The following method describes recombinant expression of the desired protein
or antibody in Baculovirus-infected insect cells.

The sequence coding for the desired protein or antibody is fused upstream of
an epitope tag contained within a baculovirus expression vector. Such epitope tags
include poly-his tags and immunoglobulin tags (like Fc regions of IgG). A variety of
plasmids may be employed, including plasmids derived from commercially available
plasmids such as pVL1393 (Novagen). Briefly, the sequence encoding the desired
portion of the protein or antibody, such as the sequence encoding the extracellular
domain of a transmembrane protein or the sequence encoding the mature protein if
the protein is extracellular is amplified by PCR with primers complementary to the §'

and 3' regions. The 5' primer may incorporate flanking (selected) restriction enzyme
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sites. The product is then digested with those selected restriction enzymes and
subcloned into the expression vector.

Recombinant baculovirus is generated by co-transfecting the above plasmid
and BaculoGold™ virus DNA (Pharmingen) into Spodoptera frugiperda ("Sf9") cells
(ATCC CRL 1711) using lipofectin (commercially available from GIBCO-BRL).
After 4-5 days of incubation at 28°C, the released viruses are harvested and used for
further amplifications. Viral infection and protein expression are performed as
described by O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual,
Oxford: Oxford University Press (1994).

Expressed poly-his tagged protein or antibody can then be purified, for
example, by Ni*'-chelate affinity chromatography as follows. Extracts are prepared
from recombinant virus-infected Sf9 cells as described by Rupert ef al., Nature,
362:175-179 (1993). Briefly, Sf9 cells are washed, resuspended in sonication buffer
(25 mL Hepes, pH 7.9; 12.5 mM MgCl,; 0.1 mM EDTA; 10% glycerol; 0.1% NP-40;
0.4 M KCl), and sonicated twice for 20 seconds on ice. The sonicates are cleared by
centrifugation, and the supernatant is diluted 50-fold in loading buffer (50 mM
phosphate, 300 mM NaCl, 10% glycerol, pH 7.8) and filtered through a 0.45 ®m
filter. A Ni*’-NTA agarose column (commercially available from Qiagen) is prepared
with a bed volume of 5 mL, washed with 25 mL of water and equilibrated with 25 mL
of loading buffer. The filtered cell extract is loaded onto the column at 0.5 mL per
minute. The column is washed to baseline A,;, with loading buffer, at which point
fraction collection is started. Next, the column is washed with a secondary wash
buffer (50 mM phosphate; 300 mM NaCl, 10% glycerol, pH 6.0), which elutes
nonspecifically bound protein. After reaching A, baseline again, the column is
developed with a 0 to 500 mM Imidazole gradient in the secondary wash buffer. One
mL fractions are collected and analyzed by SDS-PAGE and silver staining or Western
blot with Ni*-NTA-conjugated to alkaline phosphatase (Qiagen). Fractions
containing the eluted His,-tagged protein or antibody are pooled and dialyzed against
loading buffer.

Alternatively, purification of the IgG tagged (or Fc tagged) protein or
antibody can be performed using known chromatography techniques, including for

instance, Protein A or protein G column chromatography.
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EXAMPLE 13

Preparation of Antibodies

This example illustrates preparation of monoclonal antibodies which can
specifically bind the protein of interest or the desired antigen.

Techniques for producing the monoclonal antibodies are known in the art and
are described, for instance, in Goding, supra. Immunogens that may be employed
include purified desired protein or target antibody, fusion proteins containing the
desired protein or target antigen, and cells expressing such recombinant protein or
antigen on the cell surface. Selection of the immunogen can be made by the skilled
artisan without undue experimentation.

Mice, such as Balb/c, are immunized with the the desired protein or target
antigen immunogen emulsified in complete Freund's adjuvant and injected
subcutaneously or intraperitoneally in an amount from 1-100 micrograms.
Alternatively, the immunogen is emulsified in MPL-TDM adjuvant (Ribi
Immunochemical Research, Hamilton, MT) and injected into the animal's hind foot
pads. The immunized mice are then boosted 10 to 12 days later with additional
immunogen emulsified in the selected adjuvant. Thereafter, for several weeks, the
mice may also be boosted with additional immunization injections. Serum samples
may be periodically obtained from the mice by retro-orbital bleeding for testing in
ELISA assays to detect antibodies direct to the desired protein or antigen.

After a suitable antibody titer has been detected, the animals "positive" for
antibodies can be injected with a final intravenous injection of the desired protein or
target antigen. Three to four days later, the mice are sacrificed and the spleen cells
are harvested. The spleen cells are then fused (using 35% polyethylene glycol) to a
selected murine myeloma cell line such as P3X63AgU.1, available from ATCC, No.
CRL 1597. The fusions generate hybridoma cells which can then be plated in 96 well
tissue culture plates containing HAT (hypoxanthine, aminopterin, and thymidine)
medium to inhibit proliferation of non-fused cells, myeloma hybrids, and spleen cell

hybrids.
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The hybridoma cells will be screened in an ELISA for reactivity against the
desired protein or target antigen. Determination of "positive” hybridoma cells
secreting the such monoclonal antibodies is within the skill in the art,

The positive hybridoma cells can be injected intraperitoneally into syngeneic
Balb/c mice to produce ascites containing such monoclonal antibodies. Alternatively,
the hybridoma cells can be grown in tissue culture flasks or roller bottles.
Purification of the monoclonal antibodies produced in the ascites can be
accomplished using ammonium sulfate precipitation, followed by gel exclusion
chromatography. Alternatively, affinity chromatography based upon binding of

antibody to protein A or protein G can be employed.

EXAMPLE 14
Purification of the Desired Protein Using Specific Antibodies

The desired protein, in either native or recombinant form, may be purified by
a variety of standard techmques in the art of protein purification. For example, pro-
polypeptide, mature polypeptide, or pre-polypeptide forms of the desired protein may
be purified by immunoaffinity chromatography using antibodies specific for the
desired protein. In general, an immunoaffinity column is constructed by covalently
coupling the antibody that specifically binds the desired protein to an activated
chromatographic resin.

Polyclonal immunoglobulins are prepared from immune sera either by
precipitation with ammonium sulfate or by purification on immobilized Protein A
(Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.). Likewise, monoclonal antibodies
are prepared from mouse ascites fluid by ammonium sulfate precipitation or
chromatography on immobilized Protein A. Partially purified immunoglobulin is
covalently attached to a chromatographic resin such as CnBr-activated
SEPHAROSE™ (Pharmacia LKB Biotechnology). The antibody is coupled to the
resin, the resin is blocked, and the derivative resin is washed according to the
manufacturer's instructions.

Such an immunoaffinity column is utilized in the purification of the desired
protein by preparing a fraction from cells expressing it in a soluble form. This

preparation is derived by solubilization of the whole cell or of a subcellular fraction
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obtained via differential centrifugation by the addition of detergent or by other
methods well known in the art. Alternatively, soluble protein containing a signal
sequence may be secreted in useful quantity into the medium in which the cells are
grown.

The solublized preparation containing the desired protein is passed over the
immunoaffinity column, and the column is washed under conditions that allow the
preferential absorbance of the desired protein {e.g., high ionic strength buffers in the
presence of detergent). Then, the column is eluted under conditions that disrupt
antibody to protein binding (e.g., a low pH buffer such as approximately pH 2-3, or a
high concentration of a chaotrope such as urea or thiocyanate ion), and the desire

protein is then collected.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A stable, liquid formulation of low turbidity comprising (&) a protein
or antibody in an amount of 100 to 260 mg/ml, (b) arginine-HCl in an amount of 50
to 200 mM, (c) histidine in an amount of 10 to 100 mM, (d) polysorbate in an amount
of 0.01 to 0.1%, where the formulation further has a pH ranging from 5.5 to 7.0, a
kinematic viscosity of about 50 cs or less and osmolarity ranging from 200 mOsm/kg
to 450 mOsm/kg.

2. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 120 mg/ml to 260 mg/ml.

3. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or
antibody ranges from 150 mg/ml to 260 mg/ml.

4. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 180 mg/ml to 260 mg/ml.

5. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 200 mg/ml to 260 mg/m}.

6. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody is about 150 mg/ml.

7. The formulation of Claim 1, wherein the osmolarity ranges from 250
mOsm/kg to 350 mOsm/kg.
8. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of arginine-

HCl ranges from 100 mg/m! to 200 mg/ml.

9. A stable, liquid formulation of low turbidity comprising (a) an anti-IgE

monoclonal antibody in an amount of 100 to 260 mg/ml, (b) arginine-HCI in an
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amount of 50 to 200 mM, (c) histidine in an amount of 10 to 100 mM, (d) polysorbate
in an amount of 0.01 to 0.1%, where the formulation further has a pH ranging from

5.5 to 7.0, a kinematic viscosity of about 50 cs or less and osmolarity ranging from
200 mOsm/kg to 450 mOsm/kg,

10. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 120 mg/ml to 260 mg/ml.

11. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 150 mg/ml to 260 mg/ml.

12. The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 180 mg/mi to 260 mg/ml,

13.  The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody ranges from 200 mg/ml to 260 mg/ml.

14.  The formulation of Claim 1, wherein the concentration of protein or

antibody is about 150 mg/ml.

15.  The formulation of Claim 1, wherein the osmolarity ranges from 250
mOsm/kg to 350 mOsm/kg.

16.  The formulation of Claim 1, where the anti-IgE antibody is selected
from the group consisting of thuMAbE2S, rhuMAbE26 and Hu-901.

17. The formulation of Claim 1, wherein the anti-IgE antibody is
rhuMAbE2S.

18.  The formulation of Claim 1, wherein the anti-IgE antibody is
thuMAbE26.
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19.  The formulation of Claim 1, wherein the anti-IgE antibody is Hu-901.

20. A stable, liquid formulation of low turbid ity comprising (a) an anti-

IgE antibody in an amount of about 150 mg/ml, (b) arginine-HCl in an amount of 200

5 mM, (c) histidine in an amount of 20 mM, (d) polysorbate in an amount of 0.02%,
where the formulation further has a pH of 6.0.

21. The formulation of Claim 20, wherein the anti-IgE antibody is E25.

10 22. An article of manufacture comprising a container enclosing the

formulation of Claim 1.

23.  The article of manufacture of Claim 22, wherein the container is a
syringe.
15
24.  The article of manufacture of Claim 23, wherein the syringe is further

contained within an injection device.

25.  The article of manufacture of Claim 24, wherein the injection device is

20  an auto-injector.
26. The formulation of Claim 1, wherein said formulation is reconstituted.

27.  The formulation of Claim 26, wherein the protein or antibody
25  concentration in said reconstituted formulation is about 2-40 times greater than the

concentration prior to lyophilization.

28. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administrating to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

30 formulation of Claim 20.
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29. The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is
selected from the group consisting of allergic rhinitis, asthma, allergic asthma, non-

allergic asthma, atopic dermatitis and gastroenteropathy.

30.  The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is allergic

rhinitis.

31.  The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is allergic

32. The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is asthma.

33. The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is atopic

dermatitis.

34. The method of Claim 28, wherein the IgE-mediated disorder is
selected from the group consisting of hypersensitivity, allergic bronchopulmonary
aspergillosis, parasitic diseases, interstitial cystitis, hyper-IgE syndrome, ataxia-
telangiectasia, Wiskott-Akdrich syndrome, thymic alymphoplasia, [gE myeloma and

graft-versus-host reaction.

35.  The method of Claim 28 wherein the IgE-mediated disorder is
hypersensitivity.

36.  The method of Claim 35, wherein the hypersensitivity disorder is

selected from the group consisting of anaphylaxis, urticaria and food allergy.

37.  The method of Claim 36, wherein hypersensitivity disorder is food
allergy.

38. The method of Claim 37, wherein the food allergy results from

exposure to a legume.
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39. The method of Claim 38, wherein the legume is a peanut.

40. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with an antihistamine.

41. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with the administration of an antihistamine.

42, A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with a bronchodialator.

43, A method of ftreating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with the administration of a bronchodialator.

4. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with a glucocorticoid.

45. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with the administration of a glucocorticoid.

46. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with a glucocorticoid.

0>
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47. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with the administration of a glucocorticoid.

48. A method of treating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the
formulation of Claim 20 in combination with the administration of allergen

desensitization.

49. A method of ftreating an IgE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with an NSAID.

50. A method of treating an IgFE-mediated disorder comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the

formulation of Claim 20 in combination with the administration of an NSAID.
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HIGH CONCENTRATION ANTIBODY AND PROTEIN FORMULATIONS

Abstract of the Disclosure

5 The present application relates to highly concentrated antibody and protein
formulations with reduced viscosity that are stable, relatively isotonic and are of low
turbidity. The formulations are particularly suitable for subcutaneous administration.
The application further describes articles of manufacture containing such
formulations and method for using them to treat disorders treatable by the formulated

10  antibody or protein.
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1

218
PRT
Artificial

<220>

<223>

E25, light

<400> 1
Asp Ile Gln

1

Gly

Tyr

Lys

Gly

Thrx

Ile

Val

Gln

Ser

Asp

Asp

Ala

val

Lys®

Phe

val

val

Arg

Gly

Pro

Pro

Gln

val

Pro

Cys

Lys

Leu

val

Asp

Lys

Ser

Ile

Gln

Glu

Fro

val

Glu

segquence

chain

Thr
s

Thr
20

Ser
35

Leu
50

Axg
65

Ser
80

Ser
95

Ile
110

Ser
125

Leu
140

Asp
155

Gln
170

Gln Ser Pro
Ile Thr Cys
Tyr Met Asn
Leu Ile Tyr
Phe Ser Gly
Ser Leu Gln
His Glu Asp
Lys Arg Thr
Asp Glu Gln
Asn Asn Phe

Asn Ala Leu

Asp Ser Lys

Ser

Arg

Trp

Ala

Ser

Pro

Pro

val

Leu

Tyr

Gln

Asp

Ser
10

Ala
25

Tyr
40

Ala
55

Gly
70

Glu
(:}]

Tyr
100

Ala
115

Lys
139

Pxo
145

Ser
160

Ser
175

Leu

Ser

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Thr

Ser Ala
Gln Ser
Gln Lys
Tyr Leu
Gly Thr
Fhe Ala
Fhe Gly
Pro Ser
Gly Thr
Glu Ala

Asn Ser

Tyr Ser

Ser

val

Pro

Glu

Asp

Thxr

Gln

Val

Ala

Lys

Gln

Leu

Val
15

Asp
30

Gly
45

Serx
60

Phe
75
90

Gly
105

Phe
120

Ser
135

Val
150

Glu
168

Ser
180

P T

poae

Sr g e A ol 1 ARRTio  Tf TG

N




Ser Thr Leu Thr

185 180 185
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
200 205 210
Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215
«210> 2
<211> 218
<212> PRT
<213> Artificial sequence
<230>
«<223> B26, light chain
<400> 2
.Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Sexr Lys Pro Val Asp
20 25 a0
~Gly Glu Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
as 40 45
Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Tyr Leu Glu Ser
50 55 60
Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe
65 70 75
" Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
80 85 90
"Tyr Cys Gln Gln Ser His Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
95 100 10%
- Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
110 115 120
' Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu lLys Ser dly Thr Ala Ser
125 130 135
Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
140 145 150
Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
155 160 165
 Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
170 175 180
Ber Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
185 190 195
Tyx Ala Cys Glu Vval Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
200 205 210
¢ Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
218
2
%— e AY:)

l.eu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val




<210> 3

<211>
<212>
<213>

214

PRT
Artificial sequence

<220>

<223>

<400>

Hu-901, light chain

3

Asp Ile Leu Leu

1l

Gly

Thr

Leu

Arg

Ser

Ser

Ile

Ser

Gln

Leu

val

Glu

Asn

Leu

Phe

Arg

Asp

Lys

Asp

Asn

Asn

Asp

Ser

Thr

Axg

Ile

Ile

Ser

Leu

Ser

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Arg Gly Glu

<210> 4

<211l> 451
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> E25, heavy

<400> 4

Ala

His

Lys

Gly

Glu

TrD

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

Cys

Thr Gln Ser

5

Thr
20

Trp
s

Tyr
50

Ser
65

Pro
8¢

Pro
95

Val
110

Leu
128

Tyr
140

Gln
155

Asp
170

App
185

Gly
200

Leu

Tyx

Ala

Gly

Glu

Thr

Ala

Lys

Pro

Ser

Serx

Leu

Ser
Gln
Ser
Ser
Asp
Thr
Ala
Ser
Arg
Gly
Thr
Glu

Ser

sequence

chain

Pro

Cys

Gln

Glu

Gly

Phe

Phe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Gly Thr
10

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Ser Ille
55

Thr Asp
70

Ala Met
85

Gly Gln
100

Ser Val
115

Thr Ala
130

Ala Lys
145

Ser Gln
160

Ser Leu
175
150

Pro Val
205

Leu

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Phe

Ser

val

Glu

Ser

val

Thr

Ser

Gln

Gln

Gly

Thr

Ile

Val

Gln

Ser

Ser

Lys

Ser

Ala

Ile

Leu

Lys

Phe

val

Trp

Val

Thr

Ala

Serxr

Ser

Ile

Pro

Pro

Thr

Gln

Vval

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Phe

Prao
15

Gly
30

Arg
45

Ser
Ile
75

Gln
90

Glu
105

Pro
1240

Leu
135

val
i50

Glu
165

Thr
180

Glu
185

Asn
210




Glu

Gly

Ser

Asn

Lys

Thr

Trp

Ser

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

Met

Ser

val

val

Ser

Gly

Glu

Pro

Asn

Ala

His

Ala

Lys

Asp

Len

Gly

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Gln

Leu

Ser

Thr

val

Phe

Ser

Ser

Thr

Leu

Gly

Thr

Hie

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Arg

Ser

val

vVal

Phe

Ala

Thr

Thr

Phe

Ser

Thr

Lys

Thr

val

Arg

Asp

His

val

Leu
20

Trp
35

Ala
50

Lys
65

Tyr
BO
25

Val
110

Lys
125

Ser

140

Pro
155

Gly
170

Ser
185

Gln
200

val
215

Cys
230

Phe
245
260

Pro
275

ABrn
290

Arg
305

Glu

Ser

Asn

Ser

Gly

Leu

Cys

Txp

Gly

Gly

Glu

Val

Leu

Thr

Asp

Pro

Pro

Glu

Ala

val

Ser

Cys

Trp

Ile

Arg

Gln

Ala

Gly

Pro

Gly

Pro

His

Ser

YT

Lys

Pro

Phe

Glu

Val

Lye

Val

Gly

Ala

Ile

Thr

Ile

Met

Arg

Gln

Ser

Thr

Val

Thr

Ser

Ile

Lys

Pro

val

LYys8

Thr

Ser

Gly

Val

Axg

Asn

Gly

Gly

Val

Ala

Phe

Val

Cys

val

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Gly
10

Ser
25

Gln
40

Asp
55

Ile
70

Ser
85

Sexr
100

Thr
115

Phe
130

Ala
145

val
160

Pro
175

Val
190

Asn
205

Glu
220

Ala
23%

Lya
250

Cys
265

Asn
280

Pro
295

Leu
310

Leu

Gly

Ala

Gly

Ser

Leu

Hie

Leu

Pro

Leu

Ser

Ala

Thr

Val

Pro

Pro

Pro

Val

Trp

Arg

Thr

Val

Tyr

Pro

Ser

Arg

Arg

vVal

Leu

Gly

Val

Val

Asn

Lys

Glu

Lys

val

Glu

Val

Gln

Ser

Pro

Ile

Gly Lys

Thr

Asp

Ala

Phe

Thr

Ala

Cys

Asn

Pro

His

Ser

Leun

Asp

Val

val

Glu

Leu

Asn

Asp

Glu

Gly

val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Gly
1s

Thr
30

Gly
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

His
105

Ser
120

Ser
135

Val
150

Gly
165

Ser
180

Ser
158

Pro
210

Asp
225

Gly
240

Leu
25%

Val
270

Gly
285
300

Gln
315




Asp Trp Leu

Ala Leu Pro

Gln Pro Axg

Glu Met Thr

Phe Tyr Pro

Pro Glu Asn

Gly Ser Phe

Trp Gln Gln

Leu His Asn

Lys

<210> 5
<211> 451
<212> PRT

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Agn

Phe

Gly

His

<213> Artificial

«220>

<223> E26, heavy

<400> 5
Glu Val Gln
1

Gly Ser Leu
Ser Gly Tyr
Leu Glu Trp
Asn Pro Ser
Lys Asn Thr

Thr Ala Val

Trp His Phe

Leu

Arg

Ser

Val

val

Phe

Tyr

Ala

Gly
320

Pro
335

Pro
350

Asn
365

Asp
180

Tyr
395

Leu
410

Asn
425

440

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

Val

Thr

Glu

Glu

Val

val

Ala

Thy

Ser

Phe

Gln

sequence

chain

val
5

Leu
20

Txp
35

Ala
50

Lys
65

™vT
80

Tyr
95

Val
110

Glu

Ser

Asn

Ser

Gly

Leu

Cys

Trp

Ser

Cys

Trp

Ile

Arg

Gln

Ala

Gly

Tyr

Lys

Ser

val

Thr

Lye

Ser

Lys

Gly

Ala

Ile

Thr

Ile

Met

Arg

Gln

Lya

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Gly

val

Arg

Tyr

Asn

Gly

Gly

Cys
325

Ile
340

Leu
358

Thx
370

385

Pro
400

Thr
415

Ser
430

Leu
445

Gly
10

Ser
25

Gln
40

Asp
55

Ile
70

Ser
85

Ser
100

Thr
115

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

Vval

val

Ser

Leu

Gly

Ala

Gly

Ser

Leu

His

Leu

vVal

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

val

Pro

Ser

Arg

Tyr

Val

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Gln

Ser

Gly

Thr

Asp

Ala

Phe

Asn Lys
330

Lys Gly
345

Arg Glu
360

Lys Gly
375

Gly Gin
380

Ser Agp
405

Ser Arg
420

Glu Ala
435

Pro Gly
450

Pro Gly
15

Ile Thr
30

Lys Gly
45

Asn Tyr
80

Asp Ser
75

Glu Asp
90

Gly His
105

Vval Ser
130




Ser

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

Met

Ser

val

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Txp

Ala

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

Sex

Ser

Thr

Leu

Gly

Thr

His

Ser

Sexr

Glu

Val

Thr

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Thx

Phe

Ser

Thx

Lys

Thr

val

Arg

Asp

His

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

Lys
125

Ser
140

Pro
155

Gly
170

Ser
185

Gln
200

val
218

Cys
230

Phe
245

Thr
260

Pro
275

Asn
250

Arg
305

Gly
320

Pro
ass

Pro
350

Asn
365

Asp
a0

Tyr
195

Leu
410

Asn
425

Gly

Gly

Glu

Val

Leu

Thr

Asp

Fro

Leu

Pro

Glu

Ala

val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

val

Pro

Gly

Pro

His

Ser

Lys

Pro

Phe

Glu

Vval

Lys

val

Glu

Glu

Val

Val

Ala

Thr

Ser

Phe

Ser

Thr

val

Ser

Ile

Lys

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Ser

Lys

Tyr

Serx

val

Thr

Lys

Ser

val

Ala

Phe

Val

Cys

Val

Pro

Pro

Thrx

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Phe
130

Ala
145

Val
160

Pro
175

Val
190

Asn
205

Glu
220

Ala
235

Lys
250

Cys
265

Asn
280

Pro
295

Leu
310

Cys
325

Ile
340

Leu
355

Thr
370

Trp
i85

Pro
400

Thx
415

Ser
430

Pro

Leu

Ser

Ala

Thr

val

Pro

Pro

Pro

Val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

Val

val

Leu

Gly

Trp

Val

val

Asn

Lysa

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

Val

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Ala

Cya

Asn

Leu

Pro

His

Ser

Leu

Asp

val

Val

Glu

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Ser
135

Val
150

Gly
165

Ser
180

Serx
195

Pro
210

Asp
225

Gly
240

Leu
255

val
270

Gly
285

Tyr
300

Gln

315

Lys
i30

Gly
345

Glu
360

Gly
375

Gln
380

Rsp
405

Arg
420

Ala
435

i




Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
440 445 450

Lys

<210> 6

<211> 453

«212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Hu-901, heavy chain

<400> 6
Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly
1 5 10 15

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser
™ 20 25 30

Met Tyr Trp Leu Glu Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly His Gly Leu
35 40 45

Glu Trp Val Gly Glu Ile Ser Pro Gly Thr Phe Thr Thr Asn Tyr
50 55 60

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

?
;

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
80 a5 90

§
E

Vval Tyr Tyr Cys Ala Arg Phe Ser His Phe Ser Gly Ser
95 ] 100 108

Asn Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
110 115 120

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
' 125 130 135

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
140 145 150

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
1558 160 165

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
170 175 180

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro
185 190 185

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
200 205 210

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
215 220 225

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
230 235 240




Leu Gly

Asp Val

Asp Gly

Gln Tyr

His Gln

Asn Lys

Lys Gly

Lys Gly

Gly Gln

Ser Asp

Ser Arg

Glu Ala

Pro Gly

Gly

Met

Ser

Val

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Leu

Tyxr

Glu

Ser

Gln

Hias

Ser
245

Ser
260

Glu
275

Val
290

Thr
308

Leu
320

Pro
3%

Axg
350
365

Pro
380

ABD
395

Phe
410

Gln
425

Asn
440

Vval

Arg

Asp

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

FPhe

Gly

His

Phe

Thr

Pro

Asn

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Leu

Asn

Tyr

Leu Phe

Pro Glu

Glu val

Ala Lys

Val Vval

Lys Glu

Ile Glu

Gln val

Gln Vval

Ile Ala

Lys Thr

Tyr Ser

val Phe

Thr Gln

PXo
250

val
265

Lys
280
2958

Serxr
310

TYyT
328

Lys
340
355

Ser
3170

val
388

Thr
400

Lys
415

Ser
430

Lys
445

Pro

Phe

Lys

Val

Lys

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Lys

Cys

Asn

Pro

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Pro

val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

Val

val

val

Ser

Lys

val

Glu

val

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asgp

Met

Leu

Asp
255

val
270

val
28%

Glu
300

Leu
315

Ser
330

Ala
345

ser
360

Val
378

Asn
350

Asp
405

Lys
420
His
4135

Sex
450

W
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E25
E26
Hu-901

E25
E26
Hu-901

E25
E26
Hu-901

Anti-IgE Antibodies: Light Chain (V|_and C| Domains)

10 20 30 40 50 60 70 80
DIQLTQSPSS LSASVGDRVT ITC[RASQOSVD YDGDSYMN]WY QOKPGKAPKL LIY[AASYLES] GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS
DIQLTQSPSS LSASVGDRVT ITC[RASKBVD GEGDSYINIWY QQKPGKAPKL LIY[AASYLES) GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS

DpIffjLTesEET LISPHERAT [Sc RASQSTE NTH--—-| Wy QQxPRERL LI [AdESHS dIPSRFSGSG SGTDFTLTIS

90 100 110 C, starts

SLOPEDFATY YC[QQSHEDPY T]FGQGTKVEI KRT VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SLQPEDFATY YC([QOSHEDPY T]FGQGTKVEI KRT VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQD
RiEpEpFAHY vC 00SDSWHT T FGQGTKVEI KRT VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIG._10A
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Anti-IgE Antibodies: Heavy Chain (V4 and Cy Domains)
10 20 30 40 50 a 60 70 80 90
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGYSIT S[GYSWNW]IRQ APGKGLEWVA [SITYDGSTNY NPSVKGIRITI SRDDSKNTFY LQMNSLRAED
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGYSIT S[GYSWNW]IRQ APGKGLEWVA [SITYDGSTNY NPSVKG]RITI SRDDSKNTFY LOMNSLRAED

Bvouvasol [RRPORSTRY ScRASOYTR- 5 BEEEN [Ro Acfisuew] ETSPOTETINY NERAE N EAHISOV: FELSSLAgED

100 110ab 120 ¢y starts
TAVYYCAR [GS HYFGHWHFAV] WGQGTLVTVSS ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLIQSSGLYSLSS
TAVYYCAR [GS HYFGHWHFAV] WGQGTLVTVSS ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
TAVYYCAR [fs HFSGSNYDYFDY] WGQGTLVTVSS ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS

VVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VVTVPSSSLGTQTY ICNVNHK PSNTKVDKKVEPK SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VVTVPSSSLGTQTY ICNVNHK PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE

VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF SCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
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FORMULACIONES DE PROTEINA Y ANTICUERPO DE ALTA
CONCENTRACION

Antecedentes de la Invencion

Campo de la Invencién

Esta invencion corresponde a formulaciones con alta concentracion de
anticuerpos, que son particularmente apropiadas para administracién
subcutdnea. La invencién provee ademas formulaciones liquidas estables,

con alta concentracion (por ¢f., >100 mg/ml proteina).

ipcidn del Arte Relacionado

Existe una demanda significativa de formulaciones liquidas de
anticuerpo con alta concentracion. No obstante, las formulaciones de
proteina con alta concentracion plantean varios problemas. Un problema es
la inestabilidad debido a la formacién de particulados. Con preparaciones
liofilizadas reconstituidas para generar formulaciones liquidas, este
problema se ha abordado mediante el uso de tensoactivos (por ej., un
polisorbato), pero los tensoactivos son inapropiados para formulaciones
liquidas, porque dificultan ain mas el procesamiento. Mas aun, los
tensoactivos no reducen en mayor proporcion la viscosidad incrementada,
causada como resultado de numerosas interacciones intermoleculares
derivadas de la naturaleza macromolecular de los anticuerpos.

Aunque se ha demostrado que los tensoactivos reducen
significativamente el grado de formacion de particulados de proteinas, no
abordan el problema de la viscosidad incrementada que dificulta la
manipulacién y administracion de formulaciones de anticuerpo
concentradas. Los anticuerpos tienden a formar soluciones viscosas con alta
concentracion debido a su naturaleza macromolecular y a su potencial de
interacciones intermoleculares. Mas atn, a menudo se usan azucares
farmacéuticamente aceptables en grandes cantidades como estabilizantes.

Tales azicares pueden intensificar las interacciones intermoleculares,

123
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aumentando en esta forma la viscosidad de la formulacion. Las
formulaciones altamente viscosas son dificiles de fabricar, introducir en una
jeringa e inyectar subcutaneamente. El empleo de fuerza en la manipulacién
de las formulaciones viscosas lleva a una excesiva formacion de espuma, que
puede conducir a la desnaturalizaciéon e inactivacion de los biolégicos
activos. No existe una solucion satisfactoria a este problema. |

Aunque el arte previo indica numerosos ejemplos de excipientes que
pueden emplearse apropiadamente para crear formulaciones farmacéuticas,
se han formulado exitosamente muy pocas proteinas por encima de 100
mg/ml, o se han descrito técnicas para hacerlo.

Los solicitantes han descubierto que la arginina, especificamente HCI
de arginina, es particularmente apropiada para formulaciones de proteina o
anticuerpo con alta concentracion.

Formulaciones de proteina liofilizadas, isotonicas, estables se
divulgan en la Publicacion PCT WO 97/04801, publicada el 13 de febrero de
1997, cuya completa divulgacion se incorpora aqui de manera expresa por
referencia. Las formulaciones liofilizadas divulgadas pueden reconstituirse
para generar formulaciones liquidas con alta concentracion de proteina, sin
pérdida aparente de estabilidad. No obstante, no se abordan los problemas
potenciales asociados con la elevada viscosidad de las formulaciones
reconstituidas. La agregacion de proteina se ha reducido anteriormente
mediante la adicion de azicares, pero, al hacerlo, se puede aumentar en
forma dramatica la viscosidad y la osmolaridad, haciendo asi poco practicos
el procesamiento y el uso.

La solicitud PCT de los solicitantes, publicacion W(002/30463,
publicada el 18 de abrii de 2002 divulga formulaciones con alta
concentracion de proteina, pero baja viscosidad obtenidas: 1) mediante pH
bajo (alrededor de 4.0 a 5.3); 2) pH alto (alrededor de 6.5 a 12.0), ¢ 3)
aumentando la saturacion iénica total de la formulacion por la adicion de
sales o tampones. No obstante, aunque la saturacion iénica aumentada
disminuye la viscosidad de la formulacion (tal como con NaCl), puede

resultar asimismo en una turbiedad aumentada de la solucidn, la cual se
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asocia a menudo con la formacién de particulas de proteina (por ej.,
agregacién).  Por consiguiente, una formulacién 6ptima con alta
concentracion de proteina tiene que superar los retos de estabilidad,

viscosidad, osmolaridad y turbiedad.

Sumario de la Invencion

La presente invencion concierne a formulaciones de proteina o
anticuerpo con alta concentracién que son estables, y de baja viscosidad y
turbiedad.)

En particular, la presente invencién concierne a formulaciones de
anticuerpo con alta concentracién, de baja turbiedad, que comprenden
proteina o anticuerpo (100 - 260 mg/ml), histidina (10 - 100 mM), HCI de
arginina (50 - 200 mM) y polisorbato (0.01% -0.1%), que tienen un pH de 5.5
- 7.0, una viscosidad de 50 cs 6 menos y una osmolaridad de 200 mOsm/kg -
450 mOsm/kg. Alternativamente, la proteina o anticuerpo en las
formulaciones pueden variar de 120 - 260 mg/ml, alternativamente 150 - 260
mg/ml, alternativamente 180 -260 mg/ml, alternativamente 200 - 260 mg/ml
de proteina o anticuerpo. Altemativamente la osmolaridad varia de 250
mOsm/kg - 350 mOsm/kg. Alternativamente, la concentracion de HCI
arginina varia de 100 - 200 mM, alternativamente 150 - 200 mM,
alternativamente 180 - 200 mM.

Alternativamente, la presente invencidn concierne formulaciones de
anticuerpo con alta concentracion, de baja turbiedad, que comprenden
anticuerpo (40 - 150 mg/ml), histidina (10 - 100 mM), azicar (por e,
trehalosa o sacarosa, 20 - 350 mM) y polisorbato (0.01% -0.1%).

En una incorporacion particular, la invencidn provee una formulacion
que contiene altas concentraciones de proteinas de gran peso molecular, tales
como anticuerpos o inmunoglobulinas. Los anticuerpos, por ejemplo,
pueden ser anticuerpos dirigidos contra un antigeno predeterminado
particular. En un aspecto especifico, el antigeno es IgE (por ¢,
rhuMADBE-25 y thuMADbE-26 descrito en la Patente de los Estados Unidos
6,329,509 y WO 99/01556). Alternativamente, el anticuerpo anti-IgE puede
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ser CGP-5101 (Hu-901) descrito en Corne y colaboradores, J. Clin. Invest.
99(5). 879-887 (1997), W(092/17207, y ATTC Depésitos No. BRL-10706 vy
11130, 11131, 11132, 11133. Alternativamente, el antigeno puede incluir:
las proteinas CD CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD34 y CD40; miembros
de la familia de receptor HER tales como receptor EGF, receptor HER2,
HER3 6 HER4,; 2C4, 4D5, PSCA, LDP-2, moléculas de adhesion celular
tales como LFA-1, Macl, pi50, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM e integrina
av/B3 incluidas sus subunidades o- y B- (por ¢j., anticuerpos anti-CD11a,
anti-CD 18 6 anti-CD11b); factores de crecimiento tales como VEGEF;
antigenos de grupo sanguineo; receptor flk2/flt3; receptor de obesidad (OB);
receptor mpl, CTL.A-4, y proteina C.

Las formulaciones de la presente invencion pueden ser
formulaciones farmacéuticas. En un aspecto especifico, la formulacion se
administra subcutdneamente.

En todavia otra incorporacién, la invencidn provee un método para ei
tratamiento, profildctico o terapéutico, de un trastormo tratable por la proteina
o anticuerpe formulados, que comprende administrar las formulaciones
divulgadas aqui, que comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de
la proteina o anticuerpo. Tales formulaciones son particularmente Utiles para
administracion subcutanea. En un aspecto especifico, el trastorno es un
trastorno mediado por IgE. En todavia otro aspecto especifico, el trastorno
mediado por IgE es rinitis alérgica, asma (por ¢j., asma alérgica y asma no
alérgica), dermatitis atépica, gastroenteropatia alérgica, hipersensibilidad
(por ej., anafilaxis, urticaria, alergias a los alimentos, efc.), aspergilosis
broncopulmonar alérgica, enfermedades parasitarias, cistitis intersticial,
sindrome hiper-IgE, ataxia-telangiectasia, sindrome de Wiskott-Aldrich,
alinfoplasia timica, mieloma IgE y reaccion injerto~versus-huésped.

En todavia otra incorporacién, la invencién ofrece un articulo de
manufactura que comprende un envase que encierra una formulacion
divulgada aqui. En un aspecto, el articulo de manufactura es una jeringa
pre-envasada. En todavia otro aspecto especifico, la jeringa pre-envasada

esta contenida adicionalmente en un dispositivo de inyeccion. En todavia
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otro aspecto especifico, el dispositivo de inyeccion es un auto-inyector.

Breve Descripcidn de los Dibujos

Figura 1. Cromatografia de interaccion hidréfoba de un anticuerpo
monoclonal anti-IgE digerido con pepsina. Las muestras se formularon con
pH y tampones diferentes: () 20 mM Acetato, (A) 20 mM Succinato, (A )20
mM Na,HPOy, (A) 20 mM K,PO, y (*) tampdn 20 mM Tris. Las muestras se

almacenaron a 30 °C por 6 meses.

Figura 2. Cromatografia de exclusion de tamafio de un anticuerpo
monoclonal anti-IgE almacenado a 40°C por 6 meses. Las muestras se
formularon con pH y tampones diferentes: (B) 20 mM Glutamato, (e) 20
mM Acetato, (A) 20 mM Succinato, {(0) 20 mM Histidina, (A) 20 mM
Na,HPO,, (¥) 20 mM K,PO, y (*) tampdn 20 mM Tris.

Figura 3. Actividad de un anticuerpo monoclonal anti-IgE
almacenado a 30°C por 6 meses. Las muestras se formularon con pH y
tampones diferentes: (@) 20 mM Acetato, (A) 20 mM Succinato, (0) 20 mM
Histidina, (A) 20 mM Na;HPO,, (¥) 20 mM K,PO, y (*) tampén 20 mM

Tris.

Figura 4. Efectos de Polisorbato 20 sobre la turbiedad del anticuerpo
monoclonal anti-IgE acentuada. Las muestras contienen 100 mg/ml
anticuerpo, 20 mM Succinato, 192 mM trehalosa y diferentes cantidades de
polisorbato 20 a pH 6.0. Las concentraciones de polisorbato son (H) 0, (A)
0.01%, () 0.02% y (A) 0.05%.

Figura 5. Turbiedad de un anticuerpo monoclonal anti-IgE a ~150
mg/ml con diferentes excipientes (A) CaCly, (V) MgCl, y (A) HCI de

arginina.
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Figura 6. Turbiedad de anticuerpo monoclonal anti-IgE a ~150 mg/ml
con diferentes excipientes. Las muestras se almacenaron a (4) -70 °C, (1)

2-8°C, (A) 15 °C, (A)30 °C y (V) 40 °C.

Figura 7. Analisis con cromatografia de interaccion hidrofoba de
anticuerpo monoclonal anti-IgE digerido con papaina. Las muestras se
formularon a -150 mg/ml con varios de los excipientes y se almacenaron a
(¥)-70°C, (W) 2-8°C, (A) 15°C, (A)30°Cy (O) 40 °C.

Figura 8. Cromatografia de exclusion de tamafio de anticuerpo
monoclonal anti-IgE a ~[50 mg/ml en (W) 200 mM HCI de arginina, 23 mM
histidina, pH 6.0 (A) 182 mM HCl de arginina, 20 mM histidina, pH 6.0 (e)
182 mM HCI de arginina, 20 mM histidina, 91 mM sacarosa, pH 6.0 (o) 50
mM MgCl,, 27 mg/ml trehalosa, 0.01% acetato, (A) 50 mM MgCl,, 30 mM
MgAc,, 0.01% acetato, y (0) 50 mM MgCl,, 45 mM MgAc,, 0.01% acetato.

Las muestras se almacenaron a 30 °C por 6 meses.

Figura 9. Analisis con cromatografia de interaccién hidréfoba de
anticuerpo monoclonal anti-IgE digerido con papaina. Las muestras
indicadas se formularon en (l) 200 mM HCIl de arginina, 23 mM histidina,
(A) 182 mM HCI de arginina, 20 mM histidina, (¢) 182 mM HCI de
arginina, 20 mM histidina, 91 mM sacarosa, (0) 50 mM MgCl,, 27 mg/ml
trehalosa, 0.01% acetato, (A) 50 mM MgCl,, 30 mM MgAc,, 0.01% acetato y
(0) 50 mM MgCL, 45 mM MgAc;, 0.01% acetato. Las muestras se

almacenaron a 30 °C por 6 meses,

Figura 10. Muestra una comparacion de secuencias de longitud
completa de cadenas constantes y variables) de los anticuerpos anti-IgE E25,
E26 y Hu-901. Las regiones CDR de Hu-901 se muestran con una subraya.
Para E25 y E26, las regiones CDR como se definen por Chothia se muestran
en negrilla, mientras que las regiones CDR, como se definen por Kabat, se

resaltan con paréntesis. Figura 10A muestra las secuencias de cadena ligera
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de E25, E26 y Hu-901 (SEQ ID NOS: 1-3), mientras la Figura 10B muestrﬁ
las secuencias de cadena pesada de E25, E26 y Hu-901 (SEQ ID NOS:4-6).

Descripeién Detallada de la Incorporacion Preferida

I. Definiciones

Por "proteina" se da a entender una secuencia de aminoacidos cuya
longitud de cadena es suficiente para producir los niveles mas altos de
estructura terciaria y/o cuaternaria. Por consiguiente, las proteinas se
distinguen de los "péptidos”, que son también moléculas a base de
aminoacidos, en que no tienen tal estructura. Por lo general, una proteina
para uso especificado aqui tendra un peso molecular de por lo menos
alrededor de 15-20 kD, preferiblemente por lo menos alrededor de 20 kD.

Ejemplos de proteinas comprendidas en la definicion incluyen
proteinas mamiferas, tales como, por ej., somatotropina, incluidas la
somatotropina humana y la somatotropina bovina; factor liberador de la
somatotropina; paratirina; tirotropina; lipoproteinas; a-1-antitripsina; cadena
A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; folitropina; calcitonina;
lutropina; glucagdn; factores de coagulacion tales como factor VIIIC, factor
IX, factor tisular y factor de von Willebrands; factores anticoagulantes tales
como proteina C; factor natriurético atrial; tensoactivo del pulmon; un
activador de plasmindgeno, tal como urocinasa o activador de plamindgeno
tipo tisular (t-PA, por ¢j., Activase®, TNKase®, Retevase®); bombazina;
trombina; factor-a y - de necrosis tumoral; encefalinasa; RANTES
(linfocito T regulado normalmente por activacion, expresado y segregado),
proteina inflamatoria de macréfago humano (MIP-1-¢); albumina sérica tal
como albtimina sérica humana; sustancia inhibidora de Miiller; cadena A de
la relaxina; cadena B de la relaxina; prorelaxina; péptido asociado con la
gonadotropina de ratén; DNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF); receptores de hormonas o factores de
crecimiento; una integrina; proteina A o D; factores reumatoides; un factor

neutréfico tal como factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF),
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neurotrofina-3, -4, -5, 6 -6 (NT-3, NT-4, NT-5, 6 NT-6), o un factor de
crecimiento neuronal tal como NGF-B; factor de crecimiento derivado
plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de fibroblasto tal como aFGF y
bFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento
transformador (TGF) tal como TGF-a y TGF-p, incluidos TGF-f1, TGF-B2,
TGF-B3, TGF-B4, 6 TGF-BS; factor-1 y -1I de crecimiento insulinoide (IGF-I
y IGF-II); des(1-3)-IGF-I (IGF-I del cerebro); proteinas de union de factor
insulinoide; proteinas CD tales como CD3, CD4, CD8, CD19 y CD20;
eritropoyetina (EPQ); trombopoyetina (TPO); factores osteoinductores;
inmunotoxinas; una proteina morfogenética de hueso (BMP); un interferon
tal como interferén-q, -B, y -v; factores estimulantes de colonias (CSFs), por
ej.,, M-CSF, GM-CSF, y G-CSF; interleucinas (ILs), por ¢j., IL-1 a IL-10;
superoxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de la membrana
superficial; factor acelerante de degradacion (DAF); un antigeno virico tal
como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del SIDA; proteinas de
transporte; receptores de direccionamiento (""homing receptors'); adresinas,
proteinas reguladoras; inmunoadhesinas; anticuerpos; y fragmentos
biolégicamente activos o variantes de cualquiera de los polipéptidos ya
enumerados.

De preferencia, la proteina que se formula es esencialmente pura y
esencialmente homogénea (es decir, libre de proteinas contaminantes).
Proteina "esencialmente pura” significa una composicion que comprende por
1o menos alrededor de 90% en peso de la proteina, basado en el peso total de
la composicidn, preferiblemente por lo menos alrededor de 95% en peso.
Proteina ‘“esencialmente homogénea” significa una composicidn que
comprende por lo menos alrededor de 99% en peso de proteina, basado en el
peso total de la composicion.

En ciertas incorporaciones, la proteina es un anticuerpo. El anticuerpo
puede unirse a cualquiera de las moléculas ya mencionadas, por ejemplo.
Dianas moleculares ejemplares de anticuerpos comprendidos por la presente
invencion incluyen IgE, las proteinas CD CD3, CD4, CD8, CD19, CDZO,_
CD34 y CD40; miembros de la familia de receptor HER tal como receptor
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EGF, receptor HER2, HER3 6 HER4; 2¢4,4D5, PSCA, LDP-2, moléculas de
adhesién celular tales como LFA-1, Macl, pl50, 95, VLA-4, ICAM-1,
VCAM e integrina av/B3 incluidas las subunidades a- y B- de la misma (por
ej., anticuerpos anti-CDlla, anti-CD 18 ¢ anti-CD11b); factores de
crecimiento tales como VEGF; antigenos de grupo sanguineo; receptor
flk2/f1t3; receptor de obesidad (OB); receptor mpl, CTLA-4, y proteina C.

El término "anticuerpo", tal como se emplea aqui, incluye anticuerpos
monoclonales (incluidos anticuerpos de longitud total que poseen una region
de inmunoglobulina Fc), composiciones de anticuerpos con especificidad
poliepitopica, anticuerpos multiespecificos (por ej., anticuerpos
biespecificos, diacuerpos ("diabodies'), y moléculas de cadena unica, asi
como fragmentos de anticuerpo (por ej., Fab, F(ab'),, y Fv). El término
"inmunoglobulina" (Ig) se usa aqui indistintamente con "anticuerpo”.

El anticuerpo de cadena basica 4 es una glucoproteina
heterotetramérica compuesta de dos cadena ligeras (L) idénticas y dos
cadenas pesadas (H) idénticas. Un anticuerpo IgM consiste de 5 de la unidad
de heterotetramero basica junto con un polipéptido adicional llamado una
cadena J, y contiene 10 sitios de union a antigeno, mientras que los
anticuerpos IgA comprenden de 2-5 de las unidades de cadena 4 basica, que
pueden polimerizarse para formar ensambles polivalentes en combinacion
con la cadena J. En el caso de IgGs, la unidad de cadena 4 es generalmente
alrededor de 150.000 daitons. Cada cadena L se enlaza a una cadena H por
un enlaza disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H se enlazan
entre si por uno o mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de cadena H.
Cada cadena H y L posee igualmente puentes disulfuro intracadena
espaciados regularmente. Cada cadena H tiene en el término N, un dominio
variable (Vy) seguido por tres dominios constantes (Cy) para cada una de las
cadenas a y 7 y cuatro dominios Cy para los isotipos p y €. Cada cadena L
tiene en el término N, un dominio variable (V) seguido por un dominio
constante en su otro extremo. El V| se alinea conel Vi y el C se alinea con
el primer dominio constante de la cadena pesada (Cyl). Se cree que residuos

de aminoacidos particulares forman una interfase entre los dominios
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variables de cadena ligera y cadena pesada. El apareamiento de un Vyy Vi
juntos forma un sitio Gnico de union a antigeno. Con respecto a la estructura
y propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase por ¢j., Basic and
Clinical Immunology, 8th Edition, Daniel P. Sties, Abba I. Terr y Tristram G.
Parsolw (eds), Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, pagina 71 y Capitulo
6.

La cadena L de cualquier especie vertebrada puede asignarse a uno o
dos tipos claramente distintos, llamados kappa y lambda, basados en las
secuencias de aminodcidos de sus dominios constantes. Dependiendo de la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas
(CH), las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases o isotipos.
Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM, que
poseen cadenas pesadas designadas a, d, €, Y y Y, respectivamente. Las clases
v y p se dividen atin mas en subclases sobre la base de diferencias
relativamente menores en la secuencia y funcién CH, por ej., los humanos
expresan las siguientes subclases: IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgAl y IgA2.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentos de
los dominios variables difieren extensivamente en secuencia entre
anticuerpos. El dominio V media la uniéon al antigeno y define la
especificidad de un anticuerpo particular para su antigeno particular. Sin
embargo, la variabilidad no esta uniformemente distribuida a través de toda
la extensiéon de los dominios variables. En lugar de ello, las regiones V
consisten de tramos relativamente invariables llamados regiones marco
("framework regions') (FRs) de alrededor de 15-30 residuos de
aminodcidos separados por regiones mas cortas de extrema variabilidad
llamadas "regiones hipervariables" o, a veces, "regiones determinantes de
complementaridad” (CDRs) que son cada una aproximadamente 9-12
residuos de aminoacidos de longitud. lLos dominios variables de cadenas
nativas pesadas y ligeras comprenden cada una cuatro FRs, adoptando en
gran medida una configuracion de hoja P ("f-sheet configuration”),
conectada por tres regiones hipervariables, que forman bucles que conectan

y, en algunos casos, forman parte de la estructura de la hoja 3. Las regiones
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hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad
por las FRs y, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a
la formacion del sitio de unién al antigeno de anticuerpos (véase Kabat y
colaboradores, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).
Los dominios constantes no estan implicados directamente en fijar un
anticuerpo a un antigeno, pero exhiben varias funciones efectoras, tales como
participacion de la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC).

El término "region hipervariable” (también conocida como "regiones
determinantes de complementaridad” o CDRs), cuando se emplean aqui, se
refieren a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo, que son (usualmente
tres o cuatro regiones cortas de extrema variabilidad de secuencia) en el
dominio de la region V de una inmunoglobulina, que forman el sitio de unién
al antigeno y son los principales determinantes de la especificidad del
antigeno. Existen por lo menos dos métodos para identificar tos residuos
CDR.: (1) un enfoque basado en la variabilidad de secuencia de especie
cruzada (es decir, Kabat y colaboradores, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institute of Health, Bethesda, MS 1991); y
(2) Un enfoque basado en estudios cristalograficos de complejoé
antigeno-anticuerpo (Chothia, C. y colaboradores, J. Mol Biol 196: 901-917
(1987)). No obstante, en la medida en que dos técnicas de identificacion de
residuos definen regiones de regiones traslapantes, mas no idénticas, pueden
combinarse para definir una CDR hibrida.

El término "anticuerpo monoclonal", tal como se emplea aqui, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos, salvo por posibles mutaciones que
ocurren naturalmente y/o modificaciones pos-traduccion (por ¢j.,
isomerizaciones, amidaciones) que puedan estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
dirigiéndose contra un solo sitio antigénico. Mas aln, en contraste con

preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales, las cuales
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incluyen por lo general diferentes anticuerpos gffigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal s dirige contra un
determinante Unico sobre el antigeno. Aparte de su especificidad, los
anticuerpos monoclonales tienen la ventaja de que son sintetizados por el
cultivo de hibridomas, incontaminados por otras inmunoglobulinas. El
atributo "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una
poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no tiene que
interpretarse como requiriendo produccion del anticuerpo por cualquier
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a usarse de
acuerdo con la presente invencion pueden elaborarse por el método de
hibridoma descrito por primera vez por Kohler y colaboradores, Nature, 256:
495 (1975), o pueden elaborarse por métodos de ADN recombinante (véase,
por ¢j., Patente de los Estados Unidos No. 4,816,567). Los "anticuerpos
monoclonales" pueden aislarse asimismo de bibliotecas de anticuerpos de
fago usando las técnicas descritas en Clackson y colaboradores, Nature,
352:624-628 (1991) y Marks y colaboradores, J. Mol. Biol, 222:581-597
(1991), por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales mencionados aqui incluyen
especificamente anticuerpos "quiméricos” (inmunoglobulinas), en los cuales
una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica con u homologa a las
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie
particular, o pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras que el resto(s) de la cadena es(son) idéntico(s) con u homdlogos a
las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o
pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de
tales anticuerpos, siempre y cuando exhiban la actividad biolégica deseada
(Patente de los Estados Unidos No. 4,816,567, Morrison y colaboradores,
Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos
quiméricos de interés indicados aqui incluyen anticuerpos "primatizados”
que comprenden secuencias fijadoras de antigeno de dominio variable
derivadas de un primate no humano (por ¢j., simio del viejo mundo, mono,

etc.) y secuencias de region constante humana.
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Un anticuerpo "intacto” es uno que comprende un sitio de unién a
antigeno, asi como un CL y por lo menos los dominios de cadena pesada,
Cul, Cy2 y Cy3. Los dominios constantes pueden ser dominios constantes
de secuencia nativa (por ¢j., dominios de subsecuencia nativa humana) o sus
variantes de secuencia de aminoacidos. Preferiblemente, el anticuerpo
intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Un "fragmento de anticuerpo” comprende una porcion de un
anticuerpo intacto, preferiblemente la region variable y/o de union al
antigeno del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab'), y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales
(véase Patente de los Estados Unidos 5,641,870, Ejemplo 2; Zapata y
colaboradores, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de
anticuerpo de cadena Unica y anticuerpos multiespecificos formados de
fragmentos de anticuerpo.

La digestion con papaina de anticuerpos produjo dos fragmentos de
union a antigeno idénticos, llamados fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc"
residual, una designacion que refleja la capacidad de cristalizar facilmente.
El fragmento Fab consta de toda una cadena L junto con el dominio de regtéon
variable de la cadena H (Vy), y el primer dominio constante de una cadena
pesada (Cyl). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la union
de antigeno, es decir, posee un sitio de union unico. El tratamiento con
pepsina de un anticuerpo proporciona un fragmento inico grande F(ab'),, que
aproximadamente corresponde a dos fragmentos Fab enlazados a disulfuro,
que tienen diferente actividad de union a antigeno y que estan aun en
capacidad de entrecruzar el antigeno. Los fragmentos Fab' difieren de los
fragmentos Fab por tener unos cuantos residuos adicionales en el término
carboxi del dominio Cyl que incluye una o mas cisteinas de la region de
uni6n flexible del anticuerpo. Fab'-SH es la designacién utilizada aqui para
Fab', en la cual el residuo(s) de cisteina de los dominios constantes llevan un
grupo tiol libre.  Fragmentos F(ab'), de anticuerpo se produjeron
originalmente como parejas de fragmentos Fab', que poseen cisteinas de

union flexible ("hinge cysteines") entre ellos. Se conocen igualmente otros
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El fragmento Fc comprende las porciones terminales carboxi de las

acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

dos cadenas H mantenidas juntas por disulfuros. Las funciones efectores de
anticuerpos se determinan por secuencias en la region Fc, region que se
reconoce también por receptores Fc (FcR) hallados en ciertos tipos de
células.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo, que contiene un sitio
completo de unién y reconocimiento de antigeno. Este fragmento consta de
un dimero de un dominio de regioén variable de una cadena pesada y una
ligera en asociacion estrecha, no covalente. Del plegamiento de estos dos
dominios emanan seis bucles hipervariables (3 bucles cada uno de la cadena
H y L), que aportan los residuos de aminoacidos para la unién del antigeno y
confieren especificidad de unidn al antigeno al anticuerpo. No obstante,
incluso un dominio variable tnico (o la mitad de un Fv que comprende
Unicamente tres CDRs especificas para un antigeno) tiene la capacidad de
reconocer y fijar antigeno, si bien con una afinidad mas baja que todo el sitio
de union.

"Fv de cadena Unica” también abreviado como "sFv" o "scFv" son
fragmentos de anticuerpo que comprenden los dominios de anticuerpo VH y
VL conectados a una sola cadena polipeptidica. Preferiblemente, el
polipéptido sFv comprende ademds un enlazante de polipéptido entre los
dominios Vy y Vi que permite que el sFv forme la estructura deseada para
unién de antigeno. Para una resefia del sFv, véase Pluckthun en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.,
Springer-Verlag, New York, paginas 269-315(1994).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de
anticuerpo preparados construyendo fragmentos sFv (véase el parrafo
anterior) con residuos (alrededor de 5-10) enlazantes cortos) entre los
dominios Vi y V1, de manera que se logre emparejamiento entre cadena, mas
no intra cadena, de los dominios V, resultando asi en un fragmento bivalente,
es decir, un fragmento que tiene dos sitios de unién a antigeno. Diacuerpos

biespecificos y heterodimeros de dos fragmentos sFv "genotipo resultante del
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cruce” ("crossover”) en los cuales los dominios Vy y V| de los dos
anticuerpos estian presentes en diferentes cadenas de polipéptidos. Los
diacuerpos se describen con gran detalle en, por ejemplo, EP 404,097; WO
93/11161; Hollinger y colaboradores, Proc. Natl. Acad Sci. USA 90:
6444-6448 (1993).

Un anticuerpo que "especificamente se fijaa” o es "especifico para” un
polipéptido particular o un epitopo en un polipéptido particular que se fija a
ese polipéptido particular o epitopo en un polipéptido particular, sin fijarse
sustancialmente a cualquier otro polipéptido o epitopo de polipéptido. '

El término "fase sélida" describe una matriz no acuosa a la cual puede
adherirse el anticuerpo de la presente invencion. Ejemplos de fase sélidas
comprendidas aqui incluyen las formadas parcial o totalmente de vidrio (por
¢/, vidrio de poro controlado), polisacéridos (por ej., agarosa),
poliacrilamidas, poliestireno, alcohol polivinilico y siliconas. En ciertas
incorporaciones, dependiendo del contexto, la fase solida puede comprender
el pociilo de una placa de ensayo; en otras, es una columna de purificacion
(por €j., una columna de cromatografia de afinidad). Ester término incluye
asimismo una fase soélida discontinua de particulas discretas, tales como las'
descritas en la Patente de los Estados Unidos No. 4,275,149,

Formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ¢j., murinos)
son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas o fragmentos de
inmunoglobulina (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de
union a antigeno de anticuerpos) de la mayoria de secuencias humanas, que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) en las cuales residuos de una region
hipervariable (o sea, CDR) del receptor se reemplazan por residuos de una
region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal
como raton, rata o conejo, que tienen las especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, residuos de la region marco (FR) de la
inmunoglobulina humana se reemplazan por residuos no humanos

correspondientes. Mas alin, "anticuerpos humanizados”, tal como se emplea
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aqui, pueden comprender asimismo residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se
hacen ademds para refinar y optimizar el rendimiento de! anticuerpo. El
anticuerpo humanizado comprendera también 6ptimamente por lo menos una
porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de
una inmunoglobulina humana. Para mayores detalles, véase Jones y
colaboradores, Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann y colaboradores,
Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol, 2:593-596
(1992).

Un "anticuerpo dependiente de la especie", por ¢j., un anticuerpo IgE
anti-humano mamifero, es un anticuerpo que posee una afinidad de unién
mas fuerte para un antigeno de una primera especie mamifera que la que tiene
para un homélogo de ese antigeno de una segunda especie mamifera.
Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie "se fija
especificamente” a un antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad
de union (Kd) de no mas de alrededor de 1 x 107 M, alternativamente no mas
de alrededor de 1 x. 10 M, alternativamente no mas de alrededor de 1 x 10
M), pero tiene una afinidad de unién para un homoélogo del antigeno de una
segunda especie mamifera no humana, que es por lo menos alrededor de 50
veces, por lo menos alrededor de 500 veces, o por lo menos alrededor de
1000 veces, mas débil que su afinidad de unién para el antigeno no humano.
El anticuerpo dependiente de la especie puede ser cualquiera de los varios
tipos de anticuerpos como se define més arriba, pero preferiblemente es un
anticuerpo humanizado o humano.

Las "funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a aquellas
actividades biolégicas atribuibles a la region Fc (una region Fc de secuencia
nativa o region Fc variable de secuencia de aminodcidos) de un anticuerpo, y
varian con el isotipo del anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de
anticuerpo incluyen: citotoxicidad dependiente de unién y complemento Clq
Clq; unién de receptor Fc; citotoxicidad mediada por célula dependiente de
anticuerpo (ADCC); fagocitosis; regulacion por disminucion de receptores

de superficie celular (por &j., receptores de célula B); y activacion de célula
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"Citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo" o
ADCC se refiere a una forma de citotoxicidad, en la cual Ig segregada ligada
a receptores Fc (FcRs) presente en ciertas células citotéxicas (por ¢,
linfocitos citoliticos naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) permite que
estas células efectoras citotoxicas se fijen especificamente a una célula diana
portadora de un antigeno y, subsiguientemente eliminen la célula diana con
citotoxinas. Los anticuerpos "arman" las células citotdxicas y se requieren
para la eliminacién de la célula diana por este mecanismo. Las células
primarias para mediar ADCC, linfocitos citoliticos naturales, expresar
FcyRIII Gnicamente, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIL. La expresion de Fc en las células hematopoyéticas se resume en la
Tabla 3, pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92
(1991). Para evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés, puede
llevarse a cabo un analisis ACDD in vitro, tal como el descrito en la Patente
de los estados Unidos No. 5,500,362 6 5,821,337. Células efectoras utiles
para tales andlisis incluyen células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) vy linfocitos citoliticos naturales (NK). Alternativa, o
adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede
evaluarse in vivo, por ¢j., en un modelo animal tal como el divulgado en
Clynes y colaboradores, PNAS USA 95:652-656 (1998).

"Receptor Fc" o "FcR" describe un receptor que se fija a la region Fc
de un anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa.
Mis aln, un FcR preferido es uno que fija un anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FeyRII, y FeyRIIl,
incluidas variantes alélicas y, alternativamente, formas empalmadas de estos
receptores. Receptores FcyRII incluyen FcyRIIA (un "receptor activador") y
FcyRIIB (un "receptor inhibidor"), con secuencias de aminoacidos similares
que difieren principalmente en sus dominios citopldsmicos. El receptor
activador FcyRIIA contiene un motivo de activacion a base de tirosina de
inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor

FcyRIIB contiene un motivo de inhibicion a base de tirosina de
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inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citopldsmico, (véase M. Daéron,
Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997). Los FcRs se resefian en Ravetch
and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92 (1991); Capel y colaboradores,
Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas y colaboradores, J. Lab. Clin.'
Med 126: 330-41 (1995). Otros FcRs, incluidos aquellos por identificar en el
futuro, se abarcan por el término "FcR" contenido aqui. El término
comprende asimismo el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la
transferencia de IgGs maternas al feto. Guyer y colaboradores, J. Immunol.
117: 587 (1976) y Kim y colaboradores, J. Immunol 24: 249 (1994).

"Células efectoras humanas" son leucocitos que expresan una o mas
FcRs y realizan funciones efectoras. Preferiblemente, las células expresan
por lo menos FcyRIIl y realizan la funcion efectora ADCC. Ejemplos de
leucocitos humanos, que median ADCC, incluyen células moonucleares de
sangre periférica (PBMC), linfocitos citoliticos naturales (NK), monocitos,
linfocitos T citotoxicos y neutrofilos, prefiriéndose PBMC vy linfocitos
citoliticos naturales maduros (MNK). Las células efectoras pueden aislarse
de una fuente nativa, por ¢j., sangre.

"Citotoxicidad dependiente de complemento” o "CDC" se refiere a la
lisis de una célula diana en la presencia de complemento. La activacion de la
ruta de complemento clasica se inicia por la union del primer componente del
sistema complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada) que se
unen a su antigeno afin. Para evaluar la activacion de complemento, puede
realizarse un andlisis CDC, por ej., como se describe en (Gazzano-Santoro y
colaboradores, J. Immunol Methods 202: 163 (1996).

"Aislado" cuando se usa para describir los varios polipéptidos y
anticuerpos divulgados aqui, significa un polipéptido o anticuerpo que se ha
identificado, separado y/o recuperado de un componente de su entorno de
produccion. Preferiblemente, el polipéptido aisiado esta libre de asociacion
con todos los demas componentes de su entorno de produccion.
Componentes contaminantes de su entorno de produccion, tales como ios
resultantes de células transfectadas recombinantes, son materiales que

interferirian por lo general los usos diagndsticos o terapéuticos para el
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polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos
proteindceos o no proteindceos. En incorporaciones preferidas, el
polipéptido se purificara (1) a un grado suficiente para obtener por lo menos
15 residuos N-terminales o secuencia de aminoacidos interna mediante el uso
de un secuenciador de taza giratoria ("spinning cup sequenator’), o (2) a
una homogeneidad mediante SDS-PAGB bajo condiciones reductoras o no
reductoras usando azul Coomassie o, preferiblemente, tintura de plata. De
ordinario, sin embargo, un polipéptido o anticuerpo aislado se preparara
mediante por lo menos un paso de purificacion.

Una molécula de 4cido nucleico "aislado" que codifica los
polipéptidos y anticuerpos mencionados aqui es una molécula de acido
nucleico, que se identifica y separa de por lo menos una molécula de acido
nucleico de contaminante, con el que se asocia ordinariamente en el entorno
en el cual se produjo. Preferiblemente, el acido nucleico aislado esta libre de
asociacion con todos los componentes asociados con el entorno de
produccion. Las moléculas de acido nucleico aislado que codifican los
polipéptidos y anticuerpos mencionados aqui estan en una forma distinta de
la forma o escenario en que se encuentran en la naturaleza. Las moléculas de
acido nucleico aislado se distinguen, por consiguiente, del acido nucleico que
codifica los polipéptidos y anticuerpos mencionados aqui existentes
naturalmente en las células.

El término "secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresion de una secuencia codificadora operacionalmente
enlazada en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que
son apropiadas para procariotas, por ejemplo, incluyen una secuencia
promotora, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién de
ribosoma. Las células eucaridticas son conocidas por utilizar promotores,
sefiales de poliadenilacion, e intensificadores del fenotipo de los genes
("enhancers").

El 4cido nucleico esta "operacionalmente enlazado" cuando se pone en
una relacion funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el

ADN para una pre-secuencia o lider secretor estd operacionalmente enlazado
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al ADN para un polipéptido, si se expresa como una pre-proteina que
participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o intensificador del
fenotipo de los genes estd operacionalmente enlazada a una secuencia
codificadora si afecta la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union de
ribosoma estd operacionalmente enlazado a una secuencia codificadora si
estd situado de manera que facilite la traducciéon. Por lo general,
"operacionalmente enlazado" significa que las secuencias de ADN que se
estan enlazando son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y
en la fase de lectura. No obstante, los intensificadores del fenotipo de los
genes no tienen que ser contiguos. El enlazamiento se efectia mediante
ligacion en sitios de restriccion convenientes. Si tales sitios no existen, los
adaptadores de oligonucledtidos sintéticos o enlazantes se usan de acuerdo
con la préctica convencional.

El término "etiquetado con epitopo"”, cuando se emplea aqui, se refiere
a un polipéptido quimérico que comprende un polipéptido o anticuerpo,
descrito aqui, fusionado a un "polipéptido de etiqueta”. El polipéptido de
etiqueta tiene suficientes residuos para proporcionar un epitopo contra el cual
puede hacerse un anticuerpo, pero que es suficientemente corto de modo que
no interfiera la actividad del polipéptido al cual se fusiona. Por lo tanto, de
preferencia, el polipéptido de etiqueta es moderadamente Ginico, de modo que
el anticuerpo sustancialmente no reacciona en forma cruzada con otros
epitopos. Por lo general, polipéptidos de etiqueta adecuados poseen por lo
menos seis residuos de aminodcidos y, habitualmente, entre alrededor de 8 y
50 residuos de aminoacidos (preferiblemente, entre airededor de 10 y 20
residuos de aminoacidos).

Tal como se emplea aqui, el término “inmunoadhesina" designa
moléculas seudo-anticuerpo ("antibody-like molecules'), que combinan la
especificidad de union de una proteina heteréloga (una "adhesina”) con las
funciones efectoras de dominios constantes de inmunoglobulina.
Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusion de una
secuencia de aminodcidos con la especificidad de unién deseada, que es

distinta del sitio de reconocimiento y union al antigeno del anticuerpo (es
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decir, es "heteréloga"), y una secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina. La parte de adesina de una molécula de inmunoadhesina
tipicamente es una secuencia de aminoacidos contigua, que comprende por lo
menos el sitio de union de un receptor o un ligando. La secuencia de dominio
constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina puede obtenerse de
cualquier inmunoglobulina, tal como IgG-1, 1gG-2, 1gG-3, o subtipos de
1gG-4, IgA (incluidas IgA-1 y IgA-2), IgE, IgD 6 IgM. Las fusiones de Ig
incluyen preferiblemente la substitucién de un dominio de un polipéptido o
anticuerpo descrito aqui en lugar de por lo menos una region variable en una
molécula de Ig. En una incorporacién particularmente preferida, la fusion de
inmunoglobulina incluye las regiones de union flexible, CH2 y CH3, o las
regiones de union flexible, CH1, CH2 y CH3 de una molécula IgG1. Parala
produccion de fusiones de inmunoglobulina, véase también la Patente de los
Estados Unidos No. 5,428,130, publicada en junio 27 de 1995.

Una formulacion "estable" es una en la cual la proteina contenida alli
retiene esencialmente su estabilidad e integridad fisica y quimica por el
almacenamiento. En el ate se dispone de varias técnicas analiticas para medir
la estabilidad de la proteina y se resefian en Peptide and Protein Drug
Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, New
York, Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993).
La estabilidad puede medirse con una temperatura seleccionada por un
periodo de tiempo seleccionado. Para un cribado répido, la formulacién
puede mantenerse a 40°C por 2 semanas a | mes, tiempo en el cual se mide la
estabilidad en el tiempo. Donde la formulacién tiene que almacenarse a
2-8°C, por lo general la formulacién debe ser estable a 30°C o 40°C por lo
menos 1 mes y/o estable a 2-8°C por lo menos 2 afios. Donde la formulacion
tiene que almacenarse a 30°C, por lo general la formulacion debe ser estable
por lo menos 2 afios a 30°C y/o estable a 40°C por lo menos 6 meses. Por
ejemplo, el volumen de agregacién por el almacenamiento puede usarse
como un indicador de la estabilidad de la proteina. Por consiguiente, una
formulacién "estable" puede ser una en donde menos de alrededor de 10% y,

preferiblemente, menos de alrededor de 5% de la proteina estan presentes
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como un agregado en la formulacién. En otras incorporaciones, puede
determinarse cualquier aumento en la formacion de agregados por el
almacenamiento de la formulacion.

Una formulacién "reconstituida" es una que se ha preparado
disolviendo una formulacién de anticuerpo o proteina liofilizada en un
diluyente, de modo que la proteina se disperse en la formulacion
reconstituida. La formulacion reconstituida es apropiada para
administracion (por ej., administracion parenteral) a un paciente que se va a
tratar con la proteina de interés y, en ciertas incorporaciones de la invencion,
puede ser una que es apta para administracién subcutanea.

Una formulacion "isotonica" es una que tiene esencialmente la misma
presion osmotica que la sangre humana. Las formulaciones isotdnicas
tendran generalmente una presion osmotica de alrededor de 250 a 350
mOsm. El término "hipotdénica" describe una formulacion con una presion
osmética por debajo de la de la sangre humana. Correspondientemente, el
término "hipertdnica" se utiliza para describir una formulacion con una
presion osmoética por encima de la de la sangre humana. La isotonicidad
puede medirse usando un osmémetro tipo vapor de agua o congelamiento
con hielo, por ejemplo. Las formulaciones de la presente invencion son
hiperténicas como resultado de la adicion de sal y/o tampon.

Un "acido farmacéuticamente aceptable” incluye acidos organicos e
inorganicos que son no toxicos en la concentracién y manera en que se
formulan. Por ejemplo, 4cidos inorganicos apropiados incluyen clorhidrico,
perclérico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, sulfiirico, sulfénico, sulfinico,
sulfanilico, fosforico, carbonico, erc. Adicos organicos adecuados incluyen
alquilo de cadena recta y ramificada, aromatico, ciclico, cicloalifético,
arilalifatico, heterociclico, saturado, insaturado, mono, di- y tri-carboxilico,
incluido por ejemplo, formico, acético, 2-hidroxiacético, trifluoroacético,
fenilacético, trimetilacético, t-butii acético, antranilico, propanoico,
2-hidroxipropanoico, 2-0x0propanoico, propanodioico,
ciclopentanopropionico, ciclopentanopropionico, 3-fenilpropidnico,

butanoico, butanodioico,  benzoico,  3-(4-hidroxibenzoil)benzoico,
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2-acetoxi-benzoico, ascorbico, cinndmico, lauril sulfirico, estedrico,
muconico, mandélico, succinico, embonico, fumdrico, malico, maleico,
hidroximaleico, maiénico, lactico, citrico, tartarico, glicdlico, gliconico,
glucénico, piravico, glioxalico, oxalico, mesilico, succinico, salicilico,
ftalico, palmoico, palmeico, tiocianico, metanosulfénico, etanosulfonico,
1,2-etanodisulfonico, 2-hidroixetanosuifénico, bencenosulfonico,
4-clorobencenosulfonico, naftaleno-2-sulfénico, p-toluenosulfénico,
alcanforsulfénico, 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-en-1-carboxilico,
glucoheptonico, 4,4' -metilenbis-3 -(hidrox-2-en-1-carboxilico),
hidroxinaftoico.

"Bases farmacéuticamente aceptables" incluyen bases organicas e
inorganicas y que son no toxicas en la concentracion y manera en la que se
formulan. Por ejemplo, bases apropiadas incluyen las formadas de metales
que forman una base inorgdnica tales como litio, sodio, potasio, magnesio,
calcio, amonio, hierro, zinc, cobre, manganeso, aluminio, N-metilglucamina,
morfolina, piperidina y bases atoxicas orgénicas incluidas, amina primaria,
secundaria y terciaria, aminas sustituidas, aminas ciclicas y resinas bésicas de
intercambio de iones, [por ej., N(R")," (donde R' es independientemente H o
Ci4 alquilo, por ej., amonio Tris)], por ejemplo, isopropilamina,
trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina, etanolamina,
2-dietilaminoetanol, trimetamina, diciclohexilamina, lisina, arginina,
histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina,
glucosamina, metilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina,'
N-etilpiperidina, resinas de poliamina y similares. Bases atdxicas organicas
particularmente preferidas son isopropilamina, dietilamina, etanolamina,
trimetamina, diciclohexilamina, colina, y cafeina.

Acidos y bases adicionales farmacéuticamente aceptables, ttiles con la
presente invencion incluyen los que se derivan de amino4cidos, por ejemplo,
histidina, glicina, fenilalanina, icido aspartico, acido glutamico, lisina y
asparagina.

Tampones y sales "farmacéuticamente aceptables” incluyen los

derivados de sales de adicidén de acido y base de los acidos y bases ya
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indicados. Los tampones o sales especificos incluyen histidina, succinato y
acetato.

Un "lioprotector” es una molécula que, cuando se combina con una
proteina de interés, previene o reduce significativamente la inestabilidad
fisica y/o quimica de la proteina al momento de la liofilizacién y
almacenamiento subsiguiente. Lioprotectores ejemplares incluyen azicares
y sus correspondientes alcoholes de azicar; un aminoacido tal como
glutamato monosddico o histidina; una metilamina tal como betaina; una sal
liotropica tal como sulfato de magnesio; un poliol tal como alcoholes de
azucar trihidricos o de peso molecular mas alto, por ¢j., glicerina, dextrano,
eritritol, glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol, y mannitol; propilen glicol;
polietilen glicol; Pluronics®; y combinaciones de los mismos. Los
lioprotectores ejemplares adicionales incluyen glicerina y gelatina, y los
azicares melibiosa, melezitosa, rafinosa, mannotriosa y estaquiosa.
Fjemplos de azicares reductores incluyen glucosa, maltosa, lactosa,
maltulosa, iso-maltulosa y lactulosa. Ejemplos azicares no reductores
incluyen giucésidos no reductores de compuestos polihidroxi seleccionados
de alcoholes de aziicar y otros polialcoholes de cadena recta. Alcoholes de
azucar preferidos son monoglucdsidos, especialmente aquellos compuestos
obtenidos por reduccion de disacaridos tales como lactosa, maltosa, lactulosa
y maltulosa. El grupo lateral glicosidico puede ser glucosidico o
galactosidico. Ejemplos adicionales de alcoholes de azicar son glucitol,
maltitol, lactitol e iso-maltulosa. El lioprotector preferido son los aziicares
no reductores trehalosa o sacarosa.

El lioprotector se afiade a la formulacion pre-liofilizada en una
"cantidad lioprotectora”, lo cual significa que, luego de la liofilizacién de la
proteina en la presencia de una cantidad lioprotectora del lioprotector, la
proteina retiene esencialmente su estabilidad e integridad fisica y quimica al
momento de la liofilizacion y el almacenamiento.

En la preparacion de las formulaciones de viscosidad reducida de la
invencion, hay que tener cuidado al usar los excipientes ya enumerados, asi

como otros aditivos, especialmente cuando se agregan con alta
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concentracion, con el fin de no aumentar la viscosidad de la formulacion.

Un "azOcar farmacéuticamente aceptable” es una molécula que,
cuando se combina con una proteina de interés, evita o reduce
significativamente la inestabilidad quimica y/o fisica de la proteina al
almacenamiento. Cuando la formulacion est4 destinada a liofilizarse y luego-
a reconstituirse, "azlicares farmacéuticamente aceptables" pueden conocerse
asimismo como un "lioprotector”. Azucares ejemplares y sus alcoholes de
azucar correspondientes incluyen: un aminoacido tal como glutamato de
sodio o histidina; una metilamina tal como betaina; un sal liotrépica tal como
sulfato de magnesio; un poliol tal como alcoholes de aziicar trihidricos o de
peso melecular mas alto, por ej., glicerina, dextrano, eritritol, glicerol,
arabitol, xilitol, sorbitol, y manitol; propilen glicol; polietilen glicol;
Pluronics®; y sus combinaciones. Lioprotectores ejemplares adicionales
incluyen glicerina y gelatina, y los aziicares melibiosa, melezitosa, rafinosa,
manotriosa y estaquiosa. Ejemplos de aziicares reductores incluyen glucosa,
maltosa, lactosa, maltulosa, iso-maltulosa y lactulosa. Ejemplos de azicares
no reductores incluyen glicésidos no reductores de compuestos polihidroxi
seleccionados de alcoholes de azucar y demas polialcoholes de cadena recta.
Alcoholes de azlicar preferidos son monoglucosidos, especialmente los
compuestos obtenidos por reduccion de disacaridos tales como lactosa,
maltosa, lactulosa y maltulosa. El grupo lateral glicosidico puede ser
glucosidico o galactosidico. Ejemplos adicionales de alcoholes de azicar,
son glucitol, maltitol, lactitol e iso-maltulosa. Los azicares preferidos
farmacéuticamente aceptables son los azicares no reductores trehalosa o
sacarosa.

Azucares farmacéuticamente aceptables se afiaden a la formulacién en
una "cantidad protectora” (por ej., pre-liofilizacidon) que significa que la
proteina retiene esencialmente su estabilidad fisica y quimica e integridad
por el almacenamiento (por ej., después de la reconstitucién y
almacenamiento).

El "diluyente" de interés especificado aqui es uno que es

farmacéuticamente aceptable (seguro y atdxico para administracion a un
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humano) y es 1til para la preparacion de una formulacion liquida, tal como
una formulacion reconstituida luego de la liofilizacion.  Diluyentes
ejemplares incluyen agua esterilizada, agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI), y una solucién tamponada en su pH (por ej., salina tamponada con
fosfato), solucién salina estéril, solucion de cloruro sédico compuesto
("Ringers’ solution') o solucién de dextrosa. En una incorporacion
alternativa, los diluyentes pueden incluir soluciones acuosas de sales y/o
tampones.

Un "preservante" es un compuesto que puede agregarse a las
formulaciones especificadas aqui para reducir una actividad bacteriana. La
adicion de un preservante, por ejemplo, puede facilitar la produccion de una
formulacion multi-uso (dosis multiple).  Ejemplos de preservantes
potenciales incluyen cloruro de octadecildimetilbencilamonio, cloruro de
hexametonio, cloruro de benzalconio (una mezcla de cloruros de
alquilbencildimetilamonio, en los cuales los grupos alquilo son compuestos
de cadena larga), y cloruro de bencetonio. Otros tipos de preservantes
incluyen alcoholes aromaticos tales como fenol, alcohol butilico y bencilico,
alquil parabenos tales como metil o propil parabeno, catecol, resorcinol,’
ciclohexanol, 3-pentanol, y m-cresol. Aqui, el preservante mds preferido
aqui es alcohol bencilico.

"Tratamiento" se refiere a tratamiento terapéutico y profilactico o
medidas con preventivos. Los pacientes necesitados de tratamiento incluyen
aquellos que ya padecen del trastorno, asi como aquellos en los cual el
trastorno tiene que prevenirse.

"Mamifero" para efectos de tratamiento se refiere a cualquier animal
clasificado como un mamifero, incluidos humanos, animales domésticos y dg
granja, y animales de zoolégico, de competicién, o mascotas, tales como
perros, caballos, conejos, ganado, cerdos, hamsters, jerbos, ratones, hurones,
ratas, gatos, etc. El mamifero es preferiblemente humano.

Un "trastorno” es cualquier condicion que se beneficiaria del
tratamiento con la proteina. Este incluye trastornos crinicos y agudos o

enfermedades, incluidos aquellos estados patologicos que predisponen el
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mamifero al trastorno en cuestion. Ejemplos no limitantes de trastornos por
tratarse aqui incluyen carcinomas y alergias.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" es por lo menos la
concentracion minima requerida para producir una mejora cuantificable o
prevencion de un trastorno particular. Cantidades terapéuticamente efectivas
de proteinas conocidas son bien conocidas en el arte, mientras que las
cantidades efectivas de proteinas descubiertas a partir de ahora pueden
determinarse por técnicas estandar, que estan bien dentro de las habilidades
de un artesano experto, tal como un médico normal.

"Viscosidad" tal como se emplea aqui puede ser "viscosidad
cinematica" o "viscosidad absoluta". "Viscosidad cinematica" es una medida
del flujo resistente de un fluido bajo la influencia de la gravedad. Cuando dos
fluidos de igual volumen se ponen en viscometros capilares idénticos y se
dejan fluir por gravedad, un fluido viscoso toma mas tiempo que un fluido
menos viscoso en fluir a través del capilar. Si un fluido toma 200 segundos
para completar su flujo y otro fluido toma 400 segundos, el segundo fluido es
dos veces tan viscoso como el primero en una escala de viscosidad
cinematica. "Viscosidad absoluta”, llamada algunas veces viscosidad
dindmica o simple, es el producto de la viscosidad cinematica y la densidad
del fluido:

Viscosidad Absoluta = Viscosidad Cinematica x Densidad
La dimension de la viscosidad cinematica es L/T donde L es una longitud y
T es un tiempo. Comunmente, la viscosidad cinemética se expresa en
centistokes (cSt). La unidad SI de viscosidad cinematica es mm?/s, que es 1
¢St. La viscosidad absoluta se expresa en unidades de centipoise (cP). La
unidad SI de la viscosidad absoluta es el miliPascal-segundo (mPa-s), donde
1 cP =1 mPa-s.

Una "antihistamina" tal como se emplea aqui es un agente que
antagoniza el efecto fisiologico de la histamina. La union de la histamina a
sus receptores, H, y H; resulta en los sintomas alérgicos caracteristicos y los
efectos de picazon, eritema, hinchazon, efc. Muchas antihistaminas actﬁaﬂ

bloqueando la unién de histamina a sus receptores, H1, H2; no obstante, se
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cree que otros operan inhibiendo la liberacion de histamina. Ejemplos de
antihistaminas son clorfeniramina, difenhidramina, prometazina, cromolina
sodica, astemizol, maleato de azatadina, maleato de brofeniramina, maleato
de carbinoxamina, lorhidrato de cetirizina, fumarato de clemastina,
clorhidrato de ciproheptadina, maleato de dexbromfeniramina, maleato de
dexclorfeniramina, dimenhidrinato, clorhidrato de difenhidramina, sucinato
de doxilamina, clorhidrato de fexofendadina, clorhidrato de terfenadina,
clorhidrato de hidroxizina, loratidina, clorhidrato de meclizina, citrato de
tripelannamina, clorhidrato de tripelennamina, clorhidrato de triprolidina.

Un "broncoditatador” tal como se emplea aqui, describe un agente que
antagoniza o reversa la broncoconstriccion, un acontecimiento fisiologico
que ocurre tipicamente en reacciones asmaticas de fase temprana que
resultan en una menor capacidad pulmonar y falta de respiracion.
Broncodilatadores ejemplares incluyen epinerina, un beta y alfa adrenérgico
de amplio espectro, y los beta-adrenérgicos albuterol, pirbuterol,
metaproterenol, salmeterol, y isoetarina. La broncodilatacion puede lograrse
también mediante la administracion de xantinas, incluidas aminofilina y.
teofilina.

Un "glucocorticoide” tal como se emplea aqui describe agentes a base
de esteroides con actividad antinflamatoria. Los glucocorticoides se emplean
comunmente para atenuar la reaccion asmdtica de fase tardia.
Glucocorticoides ejemplares incluyen, prednisona, dipropionato de
beclometasona, acetonido de triamcinolona, flunisolida, betametasona,
budesonida, dexametasona, acetato de fludrocortisona, flunisolida,
propionato de fluticasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona,
prednisona y triamcinolona.

Un "medicamento antinflamatorio no esteroide" o "AINE", tal como
se emplea aqui describe agentes con actividad antinflamatoria que no son a
base de esteroides. AINE ejemplares incluyen acetaminofén, aspirina,
bromfenac soédico, diclofenac sédico, diflunisal, etodolac, fenoprofeno
calcico, flurbiprofeno, ibuprofeno,  indometacina, cetoprofeno,

meclofenamato sédico, acido mefenamico, nabumetona, naproxeno,
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naproxeno sodico, oxifenbutazona, fenilbutazona, piroxicam, sulindac,

tolmetina sodica.

II. Modos para Llevar a Cabo la Invencion

A. Preparacion de Anticuerpo v Polipéptido

La siguiente descripcion se refiere principalmente a la produccion de
los polipéptidos o anticuerpos descritos aqui cultivando células
transformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico que
codifican los mismos y la purificacion de la proteina o anticuerpo resultante.
Naturalmente, se contempla que puedan emplearse métodos alternativos, que
son bien conocidos en el arte, para preparar tales polipéptidos o anticuerpos.
Por ejemplo, tales secuencias, o porciones de las mismas, pueden producirse
mediante sintesis directa de péptidos usando técnicas de fase solida {véase,
por ej., Stewart y colaboradores, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H.
Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J Am. Chem. Soc,
85:2149-2154 (1963)]. Puede realizarse sintesis de proteinas in vitro usando
técnicas manuales o mediante automatizacion. La sintesis automatizada
puede lograrse, por ejemplo, usando un Applied Biosystems Peptide
Synthesizer (Foster City, CA) empleando las instrucciones del fabricante.
Varias porciones de las proteinas o anticuerpos descritos aqui pueden
sintetizarse quimicamente por separado y combinarse utilizando meétodos

quimicos o enzimaticos.

1. Aislamiento de ADN gue codifica las proteinas descritas

aqui

ADN que codifica las proteinas descritas aqui puede obtenerse de una
biblioteca ¢cADN preparada de tejido que se cree que posee el mARN
correspondiente y que lo expresa a un nivel detectable. Por consiguiente, tal
ADN codificador de proteina humana puede obtenerse convenientemente de
una biblioteca cADN preparada de tejido humano, tal como describe en los
Ejemplos. El gen codificador de proteina puede obtenerse igualmente de una

biblioteca genémico o por procedimientos sintéticos conocidos (por ej.,




P2026R1 9842" 20 Y2

sintesis automatizada de acido nucleico).

Las bibliotecas pueden cribarse con sondas (tales como
oligonucledtidos de por lo menos alrededor de 20-80 bases) disefiadas para
identificar el gen de interés. El cribado del cADN o biblioteca gendémica con
la sonda seleccionada puede conducirse usando procedimientos esténdar,
tales como los descritos en Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). Un medio alternativo para aislar el gen que codifica el gen deseado es
usar metodologia PCR [Sambrook y colaboradores, mas arriba,; Dieffenbach
y colaboradores, PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1995)].

Los siguientes Ejemplos describen técnicas para cribar una biblioteca
cADN. La secuencia de oligonucleétidos seleccionados como sondas debe
ser de longitud suficiente y suficientemente inequivoca que se minimicen
positivos falsos. El oligonucleotido se etiqueta preferiblemente de modo que
pueda detectarse con la hibridacion a ADN en la biblioteca que se esta
cribando. Métodos de etiquetado son bien conocidos en el arte, € incluyen el
uso de radiomarcadores como ATP marcado con *’P, biotinilacién o
marcacion con enzimas. Las condiciones de hibridacion, incluidas ta
estringencia moderada y la estringencia alta, se proveen en Sambrook y
colaboradores, mas arriba.

Las secuencias identificadas en tales métodos de tamizado de
bibliotecas pueden compararse y alinearse con otras secuencias conocidas
depositadas en bases de datos piblicas tales como Genbank u otras bases de
datos privadas de secuencias. La identidad de la secuencia (a nivel de
aminoacidos o nucledtidos) en regiones definidas de la molécula o a través dé
la secuencia de longitud total puede determinarse usando métodos conocidos
en el arte, como se describe aqui.

Acido nucleico con una secuencia codificadora de proteina puede
obtenerse cribando CADN seleccionado o bibliotecas genomicas usando la
secuencia deducida de aminoacidos divulgada aqui por primera vez, y, si es

necesario, usando procedimientos convencionales de ampliacién de cebador
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como se describe en Sambrook y colaboradores, mas arriba, para detectar
precursores ¢ intermedios de procesamiento de mARN que pueden no

haberse transcrito en forma reversa en cADN.

2. Seleccidn v Transformacion de Células Huéspedes

Células huéspedes se transfectan o transforman con vectores de
expresion o clonacién que contienen las proteinas o anticuerpos descritos
aqui para la produccion y cultivadas en medios nutrientes convencionales
modificados, seglin lo apropiado, para inducir promotores, seleccionar
transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.
Las condiciones de cultivo, tales como medios, temperatura, pH y similares,
pueden seleccionarse por el artesano experto sin experimentacién excesiva.
En general, principios, protocolos, y técnicas practicas para maximizar la
productividad de cultivos de células pueden hallarse en Mammalian Cell
Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) y
Sambrook y colaboradores, mas arriba.

Métodos de transfeccion de células eucaridticas y transformacion de
células procaridticas son conocidos por el artesano de habilidad ordinaria,
por ejemplo, CaCl,, CaPO,, mediada por liposomas y electroporacion.
Dependiendo de la célula huésped utilizada, la transformacién se lleva a cabo
usando técnicas estandar apropiadas a tales células. El tratamiento con calcio
empleando cloruro de calcio, como se describe en Sambrook y
colaboradores, mas arriba, o electroporacion se utiliza generalmente para
procariotas. La infeccién con Agrobacterium tumefaciens se usa para la
transformacion de ciertas células vegetales, como se describe por Shaw y
colaboradores, Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada e} 29 de
junio de 1989. Para células mamiferas sin tales paredes celulares, puede
emplearse el método de precipitacion de fosfato de calcio de Graham y van
der Eb, Virology, 52:456-457 (1978). Aspectos generales de transfecciones
del sistema huésped de células mamiferas se han descrito en la Patente de los
Estados Unidos No. 4,399,216. Las transformaciones en levadura se lievan

tipicamente a cabo de acuerdo con el método de Van Solingen y
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colaboradores, J. Bad., 130:946 (1977) y Hsiao y colaboradores, Proc. Nati
Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). No obstante, también pueden usarse otros
métodos para introducir ADN en las células, tales como por microinyeccion
nuclear, electroporacion, fusion de protoplasto bacteriano con células
intactas, o policationes, por ej., polibreno, poliornitina. Para varias técnicas
de transformar células mamiferas, véase Keown y colaboradores, Methods in
Enzymology, 185:527-537 (1990) y Mansour y colaboradores, Nature,
336:348-352 (1988).

Células huéspedes apropiadas para clonar o expresar el ADN en los
vectores especificados aqui incluyen celulas procariotas, levadura, o células
eucariotas mas altas. Procariotas adecuadas incluyen pero no se limitan a
eubacterias, tales como organismos gram-negativos o gram-positivos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae tales como E. cofi. Varias cepas de E. coli se
encuentran publicamente disponibles, tales como la cepa de E. coli K12
MM294 (ATCC 31,446); E. coli X1776 (ATCC 31,537); la cepa de E. coli
W3110 (ATCC 27,325) y K5 772 (ATCC 53,635). Otras células huéspedes
procaridticas apropiadas incluyen Enterobacteriaceae tales como
Escherichia, por ej., E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, por ej., Salmonella typhimurium, Serratia, por ej., Serratia
marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilis y B.
licheniformis (por ej., B. licheniformis 41P divuigado en DD 266,710
publicado el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y
Streptomyces. Estos ejemplos son ilustrativos, y no limitantes. La cepa
W3110 es un huésped particularmente preferido o huésped progenitor porque
es una cepa huésped comin para fermentaciones de producto ADN
recombinante,  Preferiblemente, la célula huésped secreta cantidades
minimas de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3110 puede
modificarse para efectuar una mutacién genética en los genes que codifican
proteinas end6genas al huésped, incluyendo los ejemplos de tales anfitriones
la cepa de E. coli W3110 1A2, que tiene el genotipo completo tond; la cepa
de E. coli W3110 9E4, que tiene el genotipo completo fonAd ptr3; la cepa de
E. coli W3110 27C7 (ATCC 55,244), que tiene el genotipo completo tond
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ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan'; la cepa de E. coli W3110
37D6, que tiene el genotipo completo tond ptr3 phod E15 (argF-lac} 169
degP ompT rbs7 ilvG kan'; 1a cepa de E. coli W3110 40B4, que es una cepa
37D6 con una mutacion de eliminacion degP no resistente a la canamicina; y
una cepa de E. coli con proteasa periplasmica mutante divulgada en la
Patente de los Estados Unidos No. 4,946,783 publicada el 7 de agosto de
1990. Alternativamente, son adecuados métodos in vitro de clonacion, por
¢j., PCR u otras reacciones de polimerasa de acido nucleico.

Ademas de las procariotas, microbios eucaridticos tales como hongos
filamentosos o levadura son anfitriones apropiados de clonacién o expresion
para vectores que codifican las proteinas o anticuerpos descritos aqui.
Saccharomyces cerevisize es un microorganismo huésped eucari6tico
inferior cominmente utilizado. Otros incluyen Schizosaccharomyces pombe
(Beach and Nurse, Nature, 290:140 [1981]; EP 139,383 publicada el 2 de
mayo de 1985); anfitriones Kiuyveromyces (Patente de los Estados Unidos
No. 4,943,529; Fleer y colaboradores, Bio/Technology, 9:968-975 (1991))
tal como, por €j., K. lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt y
colaboradores, J. Bacteriol, 154(2). 737-42 [1983])), K. fragilis (ATCC
12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K.
waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906; Van den Berg y
colaboradores, Bio/Technology, 8:135 (1990)), K. thermotolerans, y K.-
marxianus;, yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP 183,070;
Sreekrishna y colaboradores, J. Basic Microbiol, 28:265-278 [1988]);
Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234);, Neurospora crassa (Case y
colaboradores, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]);
Schwanniomyces tales como Schwanniomyces occidentalis (EP 394,538
publicada el 31 de octubre de 1990); y hongos filamentosos tales como, por
ej., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 publicada el 10
de enero de 1991), y anfitriones Aspergillus tales como A. nidulans (Ballance
y colaboradores, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289 [1983];
Tilburn y colaboradores, Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton y colaboradores,
Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]) y A. niger (Kelly y
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Hynes, EMBO J., 4:475-479 {1985]). Levaduras metilotropicas son
adecuadas aqui e incluyen, mas no se limitan a, levadura susceptible de
crecimiento en metanol, seleccionada de los géneros conformados por
Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, y
Rhodotorula. Un listado de especies especificas que son ejemplares de esta
clase de levaduras puede hallarse en C. Anthony, The Biochemistry of
Metilotrophs, 269 (1982).

Células huéspedes apropiadas para la expresion de forma glucosilada
de los polipéptidos y anticuerpos descritos aqui se derivan de organismos
muiticelulares. Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de
insectos tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, asi como células
vegetales. Ejemplos de lineas celulares huéspedes mamiferas utiles incluyen
células derivadas de ovario de hamster chino (CHO) y COS. Ejemplos mas
especificos incluyen la linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifion embrionico humano (células
293 6 293 subclonadas para crecimiento en cultivo de suspensién, Graham y
colaboradores, J. Gen Virol, 36:59 (1977)); células derivadas de ovario de
hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:4216 (1980)); células Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol Reprod,
23:243-251 (1980)); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75);
células de higado humano (Hep G2, HB 8065); y tumor mamario de ratén
(MMT 060562, ATCC CCLS51). Se considera que la seleccion de la célula
huésped apropiada se encuentra dentro de las habilidades conocidas en el

arte.

3. Seleccion v Uso de un Vector Replicable

El acido nucleico (por ¢j., cADN o ADN genémico), que codifica los
polipéptidos y anticuerpos descritos aqui, puede insertarse en un vector
replicable para clonacién (amplificacion del ADN) o para expresion. Varios
vectores se encuentran disponibles publicamente. El vector puede, por
ejemplo, estar en la forma de un plasmido, cé6smido, particula virica, o fago.

La secuencia de acido nucleico apropiado puede insertarse en el vector por
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una variedad de procedimientos. En general, el ADN se inserta en un sitio(s)
de endonucleasa de restriccion apropiado usando técnicas conocidas en el
arte. Los componentes del vector incluyen por lo general, mas no se limitaﬂ
a, una o mas de una secuencia de sefial, un origen de replicacion, uno o mas
genes marcadores, un elemento intensificador del fenotipo de los genes, un
promotor, y una secuencia de terminacion de transcripcién. La construccion
de vectores que contengan uno o mas de estos componentes emplea técnicas
de ligacion estandar, que son conocidas por el artesano experto.

La produccién recombinante de los polipéptidos o anticuerpos puede
realizarse no solo directamente, sino también como un polipéptido de fusion
con un polipéptido heterdlogo. La porcion heterdloga puede ser una
secuencia de sefial u otro polipéptido con un sitio especifico de segmentacion
en el N-término de la proteina madura o polipéptido. En general, la
secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte
del ADN que codifica el polipéptido o anticuerpo que se inserta en el vector.
La secuencia de sefial una secuencia de sefial procariotica seleccionada, por
ejemplo, del grupo de los lideres de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp,
enterotoxina II estable al calor. Para secrecion de levadura la secuencia de
sefial puede ser, por ej., el lider de invertasa de levadura, el lider de factor alfa
(incluidos los lideres de factor o Saccharomyces y Kluyveromyces, éste
ultimo descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 5,010,182), o el lider
de fosfatasa acida, el lider de glucoamilasa C. albicans (EP 362,179
publicada el 4 de abril de 1990), o la sefial descrita en WO 90/13646
publicada el 15 de noviembre de 1990. En la expresién de células mamiferas,
las secuencias de sefial mamiferas pueden usarse para dirigir la secrecion de
la proteina, tales como secuencias de sefial de polipéptidos segregados de la
misma especie o especie relacionada, asi como lideres secretores viricos.

Los vectores de expresion y clonacidon contienen una secuencia de
4cido nucleico que permite que el vector se replique en una o mas células
huéspedes seleccionadas. Tales secuencias son bien conocidas de una
variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del

plasmido pBR322 es apropiado para la mayoria de bacterias gram-negativas,
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el origen de replicacion del plasmido 2 es apropiado para levadura, y varios
origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son ftiles para
clonar vectores en células mamiferas.

Los vectores de expresion y clonaciéon contendran por lo general un
gen de seleccion, denominado igualmente un marcador seleccionable. Genes
de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a los
antibiéticos u otras toxinas, por ¢j., ampicilina, neomicina, metotrexato, o
tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotroficas, o (¢) suministran
nutrientes criticos no disponibles de medios complejos, por ej., el gen que
codifica la D-alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de marcadores seleccionables apropiados para células
mamiferas son los que permiten la identificacion de células competentes
absorber la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos o anticuerpos
descritos aqui, tales como DHFR (dihidrofolato reductasa) o timidina cinasa.
Una célula huésped apropiada, cuando se emplea DHFR de tipo natural es la
linea celular CHO deficiente en actividad DHFR, preparada y propagadé
como se describe por Urlaub y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:4216 (1980). Un gen de seleccion apropiado para uso en levadura es el
gen frpl presente en el plasmido de levadura YRp7 [Stinchcomb y
colaboradores, Nature, 282:39 (1979); Kingsman y colaboradores, Gene,
7:141 (1979); Tschemper y colaboradores, Gene, 10:157 (1980)]. EI gen
trpl proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante de
levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo,
ATCC No. 44076 6 PEP4-1 [Jones, Genetics, 85:12 (1977)].

Los vectores de expresion y clonacién contienen usualmente un
promotor enlazado operacionalmente a tales secuencias de ADN para dirigir
la sintesis de mARN. Promotores reconocidos por una variedad células
huéspedes potenciales son bien conocidos. Promotores adecuados para uso
con anfitriones procaridticos incluyen los sistemas promotores B-lactamasa y
lactosa [Chang y colaboradores, Nature, 275:615 (1978); Goeddel y
colaboradores, Nature, 281:544 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema

promotor triptofano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP
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36,776}, y promotores hibridos tales como el promotor tac [deBoer y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)]. Promotores
para uso en sistemas bacterianos contendrdan asimismo una secuencia
Shine-Dalgarno (S.D.) operacionalmente enlazada a tales secuencias de
ADN,

Ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para uso con
anfitriones de levadura incluyen los promotores para 3-fosfoglicerato cinasa
[Hitzeman y colaboradores, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] u otras
enzimas glucoliticas [Hess y colaboradores, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149
(1968); Holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], tales como enolasa,
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa, hexocinasa, piruvato decarboxilasa,
fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa,
piruvato cinasa, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa, y
glucocinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles con la
ventaja adicional de transcripcién controlada por condiciones de
crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol dehidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradantes asociadas con el
metabolismo de nitrégeno, metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y
galactosa. Vectores y promotores adecuados para uso en la expresiéon de
levadura se describen ademads en EP 73,657.

La transcripcion de vectores en células huéspedes mamiferas puede
controlarse, por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus
tales como el virus como el virus polioma, el virus de la viruela aviar (UK
2,211,504 publicada el 5 de julio de 1989), adenovirus (tales como
Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar,
citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y el virus de los simios
40 (SV40), de promotores heterélogos mamiferos, por ¢j., el promotro de
actina o un promotor de inmunoglobulina, y de promotores de choque
térmico, a condicién de que tales promotores sean compatibles con los

sistemas de células huéspedes.
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La transcripcién de acido nucleico que codifica los polipéptidos o
anticuerpos mencionados aqui por eucariotas mas altas pueden incrementarse
insertando una secuencia intensificadora en el vector. Los intensificadores
son elementos cis-actuantes de ADN, usualmente alrededor de desde 10 a
300 bp, que actiian en un promotor para aumentar su transcripcion. Muchas
secuencias intensificadoras son ahora conocidas de genes mamiferos
(globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina, e insulina). Tipicamente, sin
embargo, uno utilizaria un intensificador de un virus de célula eucaridtica.
Ejemplos incluyen el intensificador SV40 en el ultimo lado del origen de
replicacion (bp 100-270), el intensificador de promotor temprano de
citomegalovirus, el intensificador de polioma en el lado tardio del origen de
replicacién, e intensificadores de adenovirus. El intensificador puede
empalmarse en el vector en una posicion 5' 6 3' a la secuencia codificadora,
pero se localiza preferiblemente en el sitio 5' del promotor.

Los vectores de expresion usados en células huéspedes eucaridticas
(células de levadura, hongos, insectos, vegetales, animales, humanas, o
nucleadas de otros organismos multicelulares) contendran igualmente
secuencias necesarias para la terminacion de la transcripcion y para
estabilizar el mARN. Tales secuencias son comiunmente disponibles de las
regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente 3', de ADNs eucaridticos o
viricos o0 ¢ADNs. Estas regiones contienen segmentos de nucledtidos
transcritos como fragmentos poliadenilados en la porcion no traducida del
mARN que codifica los polipéptidos o anticuerpos descritos aqui.

Todavia otros métodos, vectores, y células huéspedes apropiadas para
adaptacion a la sintesis de los polipéptidos o anticuerpos descritos aqui en
cultivo de célula de vertebrado recombinante se describen en Gething y
colaboradores, Nature, 293:620-625 (1981); Mantei y colaboradores,
Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; y EP 117,058.

4. Amplificacién/Expresion de Genes Detectores

La amplificacion y/o expresion de genes puede medirse en una

muestra directamente, por ejemplo, mediante transferencia de proteinas
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convencional de Southern ("Southern blotting"), transferencia de proteinas
de Northern para cuantificar la transcripcion de mARN [Thomas, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], el método de transferencia de
proteinas ("dot blotting") (analisis de ADN), o hibridacion ir situ, usando
una sonda apropiadamente marcada, basada en las secuencias suministradas
aqui.  Alternativamente, pueden emplearse anticuerpos que puedan
reconocer diplexes especificos, incluidos diplexes de ADN, duplexes de
ARN, y daplexes hibridos ADN-ARN o diplexes de proteina-ADN. Los
anticuerpos, a su vez, pueden marcarse y el analisis puede llevarse a cabo
donde el duplex se une a la superficie, de modo que a la formacion del diplex
en la superficie, no pueda detectarse la presencia de anticuerpo unido al
daplex.

Alternativamente, la expresion de los genes puede medirse por
métodos inmunologicos, tales como tincidon inmunohistoquimica de células o
secciones de tejido y analisis de cultivo celular o fluidos corporales, para
cuantificar directamente la expresion del producto génico. Anticuerpos
utiles para tincién inmunohistoquimica y/o analisis de fluidos de muestra
pueden ser monoclonales o policlonales, y pueden prepararse en cualquier
mamifero. Convenientemente, los anticuerpos pueden prepararse contra los
polipéptidos descritos aqui o contra un péptido sintético, basados en las
secuencias de ADN suministradas aqui o contra una secuencia exogena
fusionada a ADN que codifique tales polipéptidos y anticuerpos y que

codifique un epitopo de anticuerpo especifico.

5. Purificacién de Polipéptido

Formas de polipéptido pueden recuperarse de medio de cultivo o
lisados de células huéspedes. Si unido a la membrana, puede desprenderse
de la membrana usando una solucion detergente apropiada (por ¢j., Triton-X
100) o por segmentacién enzimatica. Las células empleadas en la expresion
de los polipéptidos o anticuerpos descritos aqui pueden separarse por varios
medios fisicos 0 quimicos, tales como ciclos de

congelamiento-descongelamiento, sonicacién, separacion mecanica, o
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agentes lisantes de células.

Puede desearse purificar los polipéptidos o anticuerpos, descritos aqui,
de proteinas de c€lulas recombinantes u otros polipéptidos. Los siguientes
procedimientos son ejemplares de procedimientos de purificacién
apropiados: por fraccionamiento en una columna de intercambio de iones;
precipitacion en etanol; HPLC de fase reversa; cromatografia en silice o en
una resina de intercambio de cationes tal como DEAE; cromatoenfocado;
SDS-PAGE; precipitacion en sulfato de amonio; filtracion en gel usando, por
ejemplo, Sephadex G-75; columnas de proteina A sefarosa para retirar
contaminantes tales como IgG; y columnas de quelado de metales para fijar
formas marcadas con epitopo del polipéptido o anticuerpo. Varios métodos
de purificacion de proteinas pueden emplearse y tales métodos son conocidos
en el arte y se describen por ejemplo en Deutscher, Methods in Enzymology,
182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag, New York (1982). E! paso(s) de purificacién
seleccionado(s) dependera(n), por ejemplo, de la naturaleza del proceso de

produccioén utilizado y del popipéptido o anticuerpo particular producido.

B. Preparacion de Anticuerpos

En ciertas incorporaciones de la invencidn, la proteina de eleccion es
un anticuerpo. Siguen a continuacion técnicas para la produccion de
anticuerpos, incluidos anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados,

biespecificos y heteroconjugado.

1) Anticuerpos policlonales.

Los anticuerpos policlonales se producen por lo general en animales
por inyecciones multiples subcutineas (sc) o intraperitoneales (ip) del
antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno
relevante a una proteina que sea inmunogena en la especie a inmunizar, por
¢j., hemocianina de lapa (KLH), seroalbimina, tiroglobulina bovina, o
inhibidor de tripsina de soya, usando un agente bi-funcional o derivatizante,

por ¢j., éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion mediante
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residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (mediante residuos de lisina),
glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl;, o R'N=C=NR, donde R y R'son
independientemente grupos alquilo inferior. Ejemplos de adyuvantes que
pueden emplearse incluyen adyuvante completo de Freund y adyuvante
MPL-TDM (Lipido A de monofosforilo, dicorinomicolato de trehalosa
sintética). El protocolo de inmunizacioén puede seleccionarse por un experto
en el arte sin experimentacion excesiva.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados
inmundgenos, o derivados combinando, por ¢j., 100 ug 6 5 pg de la proteina
o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién intradérmicamente
en miultiples sitios. Un mes después, los animales se revacunaron/reforzaron
con 1/5 a 1/10 la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante
completo de Freund por inyeccion subcutinea en multiples sitios. Siete a
catorce dias después, los animales se sangran y el suero se analiza para
establecer la concentracion de anticuerpos. Los animales se revacunan hasta
que se nivela la concentracidn. Asimismo pueden elaborarse conjugados en
cultivo de células recombinantes como fusiones de proteina. Ademads,
agentes agregantes tales como sulfato de aluminio son apropiados para

intensificar la respuesta inmunitaria.

2)  Anticuerpos monoclonales.

Anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacién son idénticos, excepto por
posibles mutaciones que ocurran naturalmente y/o modificaciones
pos-traducionales (por ¢j., isomerizaciones, amidaciones) que puedan estar
presentes en cantidades menores. Por consiguiente, el modificador
"monoclonal” indica el caricter del anticuerpo como no siendo una mezcia
de anticuerpos discretos.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden elaborarse usando

el método del hibridoma, descrito por primera vez por Kohler y
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colaboradores, Nature, 256:495 (1975), o puede elaborarse por métodos de
ADN recombinante (Patente de los Estados Unidos No. 4,816,567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal huésped
apropiado, tal como un hamster, se inmuniza, tal como se describe mas arriba
en el texto, para provocar linfocitos que produzcan o sean capaces de
producir anticuerpos, que se uniran especificamente a la proteina usada paré
inmunizacion. Alternativamente, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro.
En seguida, los linfocitos se fusionan con células de mieloma usando un
agente fusionante apropiado, tal como polietilen glicol, para formar una
célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986).

El agente inmunizante incluird por lo general la proteina antigena o
una variante de fusién de la misma. Generalmente se utilizan linfocitos de
sangre periférica ("PBLs"), si se desean células de origen humano, o se usan
células del vaso o células de nodos linfaticos, si se desean fuentes mamiferas
no humanas. Los linfocitos se fusionan entonces con una linea celular
inmortalizada usando un agente fusionante apropiado, tal como polietilen
glicol, para formar una ceélula de hibridoma. Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press (1986), pp. 59-103.

Las lineas de célula inmortalizada son usualmente célula mamifera
transformada, particularmente células de mieloma de origen roedor, bovino y
humano. Usualmente, se emplean lineas celulares de mieloma de rata o
raton. Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y cultivan en un
medio de cultivo adecuado, que preferiblemente contiene una o mais
sustancias que inhiben el crecimiento o surpervivencia de las células de
mieloma progenitoras no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma
progenitoras carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas
incluird tipicamente hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT),
sustancias que impiden el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Células preferidas de mieloma, inmortalizadas, son aquellas que se

fusionan eficientemente, favorecen una produccién de alto nivel de
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anticuerpo por las células seleccionadas productoras de anticuerpos, y son
sensibles a un medio tal como HAT. Entre éstas, se prefieren las lineas de
mieloma murino, tales como las derivadas de tumores de raton MOPC-21 y
MPC-11 disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
California USA, y células SP-2 (y sus derivados, por ej., X63-Ag8-653)
disponibles de la American Type Culture Collection, Manassus, Virginia
USA. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma raton-humano para la producciébn de anticuerpos
monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol, 133:3001 (1984); Brodeur y
colaboradores, Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, paginas 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

El medio de cultivo en el cual estan creciendo las células del
hibridoma se analiza para determinar la produccion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad
de unién de anticuerpos monoclonales producidos por células del hibridoma
se determina por inmunoprecipitacion o por un analisis de unién in vitro, tal
como radioinmunoandlisis (RIA) o enzimoinmunoanalisis absorbente
(ELISA).

El medio de cultivo, en el cual crecen las células del hibridoma, se
puede analizar para determinar la presencia de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra un antigeno deseado. Preferiblemente, la afinidad y
especificidad de unién del anticuerpo monoclonal pueden determinarse por
inmunoprecipitacion mediante un andlisis de unién in vitre, tal como
radioinmunoanalisis (RIA) o enzimoanalisis (ELISA). Tales técnicas y
analisis son conocidos en el arte. Por ejemplo, la afinidad de unién puede
determinarse mediante el analisis Scatchard de Munson y colaboradores,
Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Una vez identificadas las células del hibridoma que produceﬂ
anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad deseada, los clones
pueden subcionarse limitando los procesos de dilucion y cultivarse por
métodos estandar (Goding, mas arriba). Medios apropiados de cultivo para

este proposito incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640.
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Adicionalmente, las células del hibridoma pueden cultivarse in vivo como
tumores asciticos en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales segregados por los subclones se
separan convenientemente del medio de cultivo, fluido ascitico, o suero
mediante  procedimientos convencionales de purificacion de
inmunoglobulina tales como, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita
proteina A-sefarosa, electroforesis en gel, dialisis, o cromatografia de
afinidad.

Anticuerpos monoclonales pueden elaborarse igualmente por métodos
de ADN recombinante, tales como los descritos en la Patente de los Estados
Unidos No. 4,816,567, y como se describen mas arriba. El ADN que codifica
los anticuerpos monoclonales se aisla ficilmente y se secuencia usando
procedimientos convencionales (por ej., usando sondas de oligonuciéotidos
que son capaces de fijarse especificamente a genes que codifican las cadenas
pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las células del hibridoma sirven
como fuente preferida de tal ADN. Una vez aislado, el ADN puede ponerse
en vectores de expresion, los cuales se transfectan luego en células huéspedes
tales como células de E. coli, células COS de simio, células derivadas de
ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma, que no producen de
otro modo proteina de inmunoglobulina, con el fin de sintetizar anticuerpos
monoclonales en tales células huéspedes. Articulos de resefia sobre la
expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo
incluyen Skerra y colaboradores, Curr. Opinion in Immunol, 5:256-262
(1993) y Pluckthun, Immunol. Revs. 130:151-188(1992).

En una incorporacion adicional, los anticuerpos pueden aislarse de
bibliotecas de fagos de anticuerpos, generadas usando las técnicas descritas
en McCafferty y colaboradores, Nature, 348:552-554 (1990). Clackson y
colaboradores, Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y colaboradores, J.
Mol Biol, 222:581-597 (1991) describen el aislamiento de anticuerpos
humanos y murinos, respectivamente, usando bibliotecas de fagos.
Publicaciones subsiguientes describen la produccién de anticuerpos

humanos de alta afinidad (margen nM) mediante entremezcla de cadenas
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incluidas aquellas que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo,
pueden construirse inmunotoxinas usando una reaccion de intercambio de
disulfuro o formando un enlace tioéter. Ejemplos de reactivos adecuados

para este fin incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

3)  Anticuerpos Humanizados.

Los anticuerpos de la invencion pueden comprender ademaés
anticuerpos humanos o humanizados. Formas humanizadas de anticuerpos
no humanos (por ¢j., murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de la misma (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'),
u otras subsecuencias fijadoras de antigeno de anticuerpos) que contienen
una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Los
anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor), en las que residuos de wuna region determinante de
complementaridad (CDR) de! receptor se reemplazan por residuos de una
CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata o
conejo con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, residuos de marco Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan
por correspondientes residuos no humanos. Anticuerpos humanizados
pueden comprender asimismo residuos que no se hallan ni en el anticuerpo
receptor ni en la CDR importada o las secuencias de marco. En general, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de por lo
menos uno y, tipicamente dos, dominios variables, en los cuales todas o
sustancialmente todas las regiones CDR correspondan a las de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas tas regiones FR
son aquellas de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado comprendera, 6ptimamente ademas, por lo menos
una porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la
de una inmunoglobulina humana. Jones y colaboradores, Nature 321:
522-525 (1986); Riechmann y colaboradores, Nature 332: 323-329 (1988) y
Presta, Curr. Opin. Struct. Biol 2: 593-596 (1992).

Meétodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos
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en el arte. Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mds
residuos de aminodcidos introducidos en €l de una fuente que es no humana.
Estos residuos de aminodcidos no humanos se denominan a menudo residuos
de "importacion", los cuales se toman tipicamente de un dominio variable de
"importacion”. La humanizacidén puede realizarse esencialmente siguiendo
el método de Winter y colaboradores, Jones y colaboradores, Nature
321:522-525 (1986); Riechmann y colaboradores, Nature 332:323-327
(1988); Verhoeyen y colaboradores, Science 239:1534-1536 (1988), (;
mediante sustituciéon de secuencias CDRs o CDR de roedor para las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En consecuencia,
tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente de los
Estados Unidos No. 4,816,567), en donde sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la practica, anticuerpos
humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los cuales algunos
residuos CDR y, posiblemente, algunos residuos FR se sustituyen con
residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccién de dominios variables humanos, livianos y pesados, para
usarlos en elaborar los anticuerpos humanizados es muy importante para
reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método de "ajuste
optimo", se criba la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de
roedor contra toda la biblioteca de secuencias de dominio variable conocidas.
La secuencia humana que es mas préxima a la del roedor se acepta entonces
como e} marco (FR) humano para el anticuerpo humanizado. Sims y
colaboradores, J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia y colaboradores, J.
Mol. Biol, 196:901 (1987). Otro método usa un marco particular derivado de
la secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de cadenas ligeras y pesadas. El mismo marco puede utilizarse
para varios anticuerpos humanizados diferentes. Carter y colaboradores,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta y colaboradores, J.
Immnol, 151:2623 (1993).

Es ademas importante que los anticuerpos se humanicen conservando
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una alta afinidad para el antigeno y otras propiedades biologicas favorables.
Para logra este objetivo, de acuerdo con un método preferido, anticuerpos
humanizados se preparan por un proceso de andlisis de las secuencias
progenitoras y varios productos humanizados conceptuales usando modelos
tri-dimensionales de las secuencias progenitoras y humanizadas.
Comunmente se dispone de modelos tri-dimensionales de inmunoglobulina y
son familiares a los expertos en el arte. Se dispone de programas de
computador, los cuales ilustran y visualizan estructuras probables de
conformacion  tri-dimensional de  secuencias seleccionadas de
inmunoglobulina candidata. La inspeccion de estas visualizaciones permite
el analisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de residuos que
influyen en la capacidad de la inmunoglulina candidata de fijar su antigeno.
De esta forma, pueden seleccionarse residuos FR y combinarse de las
secuencias receptoras y de importacidn, de modo que se logre la
caracteristica del anticuerpo deseado, tal como creciente afinidad para el
antigeno(s) diana. En general, los residuos CDR se hallan directa y, la
mayoria de las veces, sustancialmente implicados en influir en la unién del
antigeno.

Se contemplan varias formas del anticuerpo humanizado. Por
ejemplo, el anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo ,
tal como un Fab, que se conjuga opcionalmente con uno o mas agente(s)
citotoxico con el fin de generar un inmunoconjugado. Alternativamente, el
anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo intacto, tal como un

anticuerpo IgGl intacto.

4)  Anticuerpos Humanos
Como una alternativa a la humanizacion, pueden generarse
anticuerpos humanos. Por ejemplo, actualmente es posible producir
animales transgénicos (por ¢j., ratones) que son capaces, luego de la
inmunizacién, de producir un completo repertorio de anticuerpos humanos

en la ausencia de produccién de inmunoglobulina endogena. Por ejemplo, se
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ha descrito que la eliminacién homocigotica del gen de la region de unidén a la
cadena pesada (J,) del anticuerpo en ratones mutantes quiméricos y de linea
germinativa resulta en completa inhibicién de la produccion de anticuerpos
endogenos. La transferencia del arreglo de genes de inmunoglobulina de
linea germinativa humana en tales ratones mutantes de linea germinativa
resultara en la produccion de anticuerpos humanos a la exposicion al
antigeno. Véase, por ¢j., Jakobovits y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakobovits y colaboradores, Nature, 362:255-258
(1993); Bruggermann y colaboradores, Year in Immuno., 7:33 (1993);
Patentes de los Estados Unidos No. 5,591,669 y WO 97/17852.
Alternativamente, tecnologia de visualizacion de fagos puede usarse
para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro, a
partir de repertorios de genes de dominio variable (V) de inmunoglublina de
donantes no inmunizados. McCafferty y colaboradores, Nature
348:552-553 (1990); Hoogenboom y Winter, J. Mol Biol 227:381 (1991).
De acuerdo con esta técnica, genes de dominio V de anticuerpo se clonan sin
cambio en la fase de lectura ("are cloned in-frame’) en un gen de proteina
de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 6
fd, y se visualizan como fragmentos funcionales de anticuerpo en la
superficie de la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa
contiene una copia de ADN de una sola hebra del genoma del fago, las
selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo resuitan
igualmente en la seleccion del gen codificador del anticuerpo que exhibe
estas propiedades. Por consiguiente, el fago imita algunas de las propiedades
del linfocito B. La visualizacion del fago puede realizarse en una variedad de
formatos, resefiados en, por ., Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J.,
Curr. Opin Struct. Biol. 3:564-571 (1993). Para la visualizacion de fagos
pueden emplearse varias Fuentes de segmentos de gen V. Clackson y
colaboradores, Nature 352:624-628 (1991) aislaron un arreglo diverso de
anticuerpos de anti-oxazolona de una pequefia biblioteca combinatoria
aleatoria de genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Puede

construirse un repertorio de genes V de donantes no inmunizados humanos, y
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anticuerpos a un arreglo diverso de antigenos (incluidos auto-antigenos)
pueden aislarse siguiendo esencialmente las técnicas descritas por Marks y
colaboradores, . Mol. Biol. 222:581-597 (1991), o Griffith y colaboradores,
EMBO J. 12:725-734 (1993). Véase también, Patentes de los Estados
Unidos No. 5,565,332 y 5,573,905.

Las técnicas de Cole y colaboradores, y Boerner y colaboradores,
estan igualmente disponibles para la preparacion de anticuerpos
monoclonales humanos (Cole y colaboradores, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, pagina 77 (1985) y Boerner y colaboradores,
J. Immunol. 147(1): 86-95 (1991). Analogamente, pueden elaborarse
anticuerpos humanos introduciendo loci de inmunoglobulina humana en
animales transgénicos, por ej., ratones en los cuales los genes de 15
inmunoglobulina endégena se hayan inactivado completa o parcialmente.
Con la exposicion, se observa la produccién de anticuerpos humanos, que se
asemejan estrechamente a los vistos en humanos en todos los aspectos,
incluido el re-arreglo de genes, ensamblado y repertorio de anticuerpos. Este
enfoque se describe, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos No.
5,545,807; 5,545,806, 5,569,825, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016 y en las
siguientes publicaciones cientificas: Marks y colaboradores, Bio/Technology
10: 779-783 (1992); Lonberg y colaboradores, Nature 368: 856-859 (1994);
Morrison, Nature 368: 812-13 (1994), Fishwild y colaboradores, Nature
Biotechnology 14: 845-51 (1996), Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826
(1996) y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Finalmente, anticuerpos humanos pueden generarse igualmente in
vitro por linfocitos B activados (véase Patentes de los Estados Unidos No.

5,567,610 y 5,229,275).

5) Fragmentos de Anticuerpos
En ciertas circunstancias existen ventajas para usar fragmentos de
anticuerpo, en vez de anticuerpos enteros. Tamafios de fragmentos mas
pequefios permiten una depuracion rapida, y pueden llevar a un mejor acceso

a tumores solidos.
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Se han desarrollado varias técnicas para la produccion de fragmentos de
anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaron por digestién
proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ¢j.,, Morimoto y
colaboradores, J Biochem Biophys. Method. 24:107-117 (1992); y Brennan y
colaboradores, Science 229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos
pueden producirse ahora directamente por células huéspedes recombinantes.
Todos los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv pueden expresarse en y
segregarse de E. coli, permitiendo asi la facil produccion de grande§
cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos de anticuerpo pueden
aislarse de bibliotecas de fagos de anticuerpos discutidas anteriormente.
Alternativamente, fragmentos Fab'-SH pueden recuperarse directamente de
E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab'), (Carter y
colaboradores, Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acuerdo con otra
metodologia, fragmentos F(ab'), pueden aislarse directamente de cultivo de
células huéspedes recombinantes. Fab y F(ab'), con vida media creciente in
vivo se describen en la Patente de los Estados Unidos No. 5,869,046. En
otras incorporaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv de
cadena Unica (scFv). Véase WO 93/1618S5; Patente de los Estados Unidos
No. 5,571,894 y Patente de los Estados Unidos No. 5,587,458. El fragmento
de anticuerpo puede ser igualmente un "anticuerpo lineal", por ej., como se
describe en la Patente de los Estados Unidos 5,641,870. Tales fragmentos de

anticuerpo lineal pueden ser monoespecificos o bi-especificos.

6) Terapia Mediada por Enzima Dependiente de Anticuerpo
(ADEPT)

Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse asimismo en
ADEPT conjugando el anticuerpo a una enzima activadora de profarmaco,
que convierte un profirmaco (por ej., un agente quimioterapéutico
peptidilico, véase WO 81/01145) en un medicamento antineopldsico activo.
Véase, por ejemplo, WO 88/07378 y Patente de los Estados Unidos No.
4,975,278.

El componente enzimatico del inmunoconjugado util para ADEPT
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incluye cualquier enzima capaz de actuar sobre un profarmaco de tal manera
que lo convierta en su forma citotdxica, méds activa.

La enzimas que son ltiles en el método de esta invencién incluyen,
pero no se limitan a, glucosidasa, glucosa oxidasa, lisozima humana,
glucuronidasa humana, alcalina fosfatasa Gtil para convertir profirmacos que
contienen fosfatasa en medicamentos libres; arilsulfatasa util para convertir
proférmacos que contienen sulfato en medicamentos libres; citosina
deaminasa Wtil para convertir 5-fluorocitosina atéxica en el medicamento
antineoplésico 5-fluorouracilo; proteasas, tales como serratia proteasa,
termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas (por ¢j., carboxipeptidasa G2 y
carboxipeptidasa A) y catepsinas (tales como catepsinas B y L), que son
ttiles para convertir proférmacos que contienen péptidos en medicamentos
libres; D-alanilcarboxipeptidasas, tdtiles para convertir profdrmacos que
contienen sustituyentes D-aminoacidos; enzimas de segmentacién de
carbohidratos tales como p-galactosidasa y neuraminidasa utiles para
convertir profarmacos glucosilados en medicamentos libres; B-lactamasa 1til
para convertir medicamentos derivados con P-lactamas en medicamentos
libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina Vamidasa o penicilina G
amidasa, Gtiles para convertir medicamentos derivados en sus nitrégenos de
amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente en
medicamentos libres.  Altemativamente, anticuerpos con actividad
enzimética, también conocidos en el arte como "abzimas" pueden emplearse
para convertir los proférmacos de la invencién en medicamentos libres
activos (véase, por ej., Massey, Nature 328: 457458 (1987)). Conjugados
anticuerpo-abzima pueden prepararse como se describe aqui para entrega de
la abisma a una poblacién de células neoplésicas.

Las enzimas mencionadas pueden unirse covalentemente a los
polipéptidos o anticuerpos descritos aqui mediante técnicas bien conocidas
en el arte, tales como el uso de agentes de entrecruzamiento
heterobifuncional, ya discutidos. Alternativamente, proteinas de fusién que.
comprenden por lo menos la regién fijadora del antigeno del anticuerpo de la
invencidn, enlazada a por lo menos una porcién funcionalmente activa de
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una enzima de la invencion, pueden construirse utilizando técnicas de ADN
recombinante bien conocidas en el arte (véase, por ej., Neuberger y
colaboradores, Nature 312: 604-608 (1984)).

7)  Anticuerpos Biespecificos y Poliespecificos

Anticuerpos biespecificos (BsAbs) son anticuerpos que tienen
especificidades de unién para por lo menos dos epitopos diferentes, incluidos
aquellos en [a misma u otra proteina. Altemnativamente, un brazo puede
armarse para fijarse al antigeno diana, y otro brazo puede combinarse con un
brazo que se fije a una molécula desencadenante en un leucocito tal como una
molécula de receptor de leucocito T (por ej., CD3), o receptores Fc para IgG
(FcyR), tales como FcyRI (CD64), FeyRIl (CD32) y FeyRIII (CD 16), de
modo que se enfoquen y localicen mecanismos de defensa celular a la célula
que expresa el antigeno diana. Tales anticuerpos pueden derivarse de
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ej.,
anticuerpos biespecificos F(ab"), ). '

Anticuerpos biespecificos pueden usarse ademds para localizar
agentes citotéxicos a células que expresan el antigeno diana. Tales
anticuerpos poseen un brazo que fija el antigeno deseado, y otro brazo que
fija el agente citotdxico (por ej., saporina, anti-interferén-a,
vincristina/vinblastina (*vinca alkaloids™), cadena A de ricina, metotrexato
o hapteno de isdtopo radioactivo). Ejemplos de anticuerpos biespecificos
conocidos  incluyen  anti-ErbB2/anti-FcgRIII (WO  96/16673),
anti-ErbB2/anti-FcgRl (Patente de los Estados Unidos 5,837,234),
anti-ErbB2/anti-CD3 (Patente de los Estados Unidos 5,821,337). '

Métodos para elaborar anticuerpos biespecificos son conocidos en el
arte. La produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud
completa se basa en la co-expresion de dos parejas de cadena ligera-cadena
pesada de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen especificidades
diferentes. Millstein y colaboradores, Nature, 305:537-539 (1983). Debido
a la clasificacion aleatoria de cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina,
estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10
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diferentes moléculas de anticuerpo, de las cuales s6lo una posee la estructura
biespecifica correcta. La purificacién de la molécula correcta, lo cual se hace
usualmente por los pasos de cromatografia de afinidad, es mas bien dificil, y
los rendimientos del producto son bajos. Procedimientos similares se
divulgan en WO 93/08829 y en Traunecker y colaboradores, EMBO J.,
10:3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, dominios variables de
anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios combinadotes de
anticuerpo-antigeno) se fusionan a secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusion es preferiblemente con un dominio constante de
cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por lo menos parte de
las regiones de unién flexible, CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera
regién constante de cadena pesada (CH1) conteniendo el sitio necesario para
unién de la cadena ligera, presente en por lo menos una de las fusiones. ADN
que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se
desea, 1a cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en factores de
expresion separados, y se co-transfectan en un organismo huésped
apropiado. Esto facilita una gran flexibilidad en ajustar las proporciones
mutuas de los tres fragmentos del polipéptido en incorporaciones cuando
proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido usadas en la
construccién proporcionan los rendimientos 6ptimos. No obstante, es
posible insertar las secuencias codificadoras para las dos o todas las tres
cadenas de polipéptido en un vector de expresion cuando la expresién de por
lo menos dos cadenas de polipéptido en proporciones iguales resulta en altos
rendimientos o cuando las proporciones no son de significancia particular.

En una incorporacién preferida de este enfoque, los anticuerpos
biespecificos se componen de una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida
con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de cadena
ligera-cadena pesada de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una
segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se encontrd que esta
estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico
deseado de combinaciones no deseadas de cadena de inmunoglobulina, en la
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medida en que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en sélo
una mitad de las moléculas biespecificas ofrece un modo ficil de separacion.
Esta metodologia se divulga en WO 94/04690. Para mayores detalles de
generar anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh y
colaboradores, Methods in Enzymology 121: 210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en WO 96/27011 o Patente de
los Estados Unidos 5,731,168, la interfase entre una pareja de moléculas de
anticuerpo puede disefiarse para maximizar el porcentaje de heterodimeros
que se recuperan del cultivo de células recombinantes. La interfase preferida
comprende por lo menos una parte de la regién CH3 de un domino constante
de anticuerpo. En este método, una o mis cadenas laterales pequefias de
aminodcidos de la interfase de la primera molécula de anticuerpo se
reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por ¢j., tirosina o triptéfano).
"Cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o similar a la cadena(s)
lateral grande se crean en la interfase de la segunda molécula de anticuerpo
reemplazando cadenas laterales de aminodcidos grandes con mds pequefias
(por €., alanina o treonina). Esto proporciona un mecaniSmo para aumentar
el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales indeseados
tales como homod{meros.

En la literatura se han descrito técnicas para generar anticuerpos
biespecificos de fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, anticuerpos
biespecificas pueden prepararse usando enlazamiento quimico. Brennan y
colaboradores, Science 229: 81 (1985) describen un procedimiento en donde
anticuerpos intactos se segmentan proteoliticamente para generar fragmentos
F(ab'"),. Estos fragmentos se reducen en la presencia de la arsenita de sodio
del agente acomplejante ditiol para estabilizar ditioles vecinos e impedir la
formacién de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab' generados se
convierten luego en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los
derivados Fab'-TNB se reconvierte entonces en el derivado Fab'-TNB para
formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos
pueden usarse como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

Fragmentos Fab' pueden recuperarse directamente de E. coli y



P2026R1 (27 ..se" ¥

acoplarse quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby y
colaboradores, J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992) describe la produccion de
moléculas de anticuerpo biespecifico F(ab"), completamente humanizado.
Cada fragmento Fab' se segregé separadamente de E. coli y se sometié a
acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico asi formado fue capaz de fijar
células que sobre-expresaban el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos
normales, as{ como desencadenar la actividad litica de linfocitos citotéxicos
humanos contra dianas de tumor de mama humano.

Se han descrito asimismo varias técnicas para elaborar y aisiar
fragmentos de anticuerpo bivalentes directamente de cultivo de células
recombinantes. Por ejemplo, se han producido heterodimeros bivalentes
usando cremalleras de leucina. Kostelny y colaboradores, J. Immunol.,
148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de leucina de las
proteinas Fos y Jun se enlazaron a las porciones Fab' de dos anticuerpos
diferentes mediante fusién de genes. Los homodimeros de anticuerpo se
redujeron en la regién de unién flexible para formar monémeros y luego se
re-oxidaron para formar los heterodimeros del anticuerpo. La tecnologia
"diacuerpo” descrita por Hollinger y colaboradores, Proc. Natl. Acad Sci.
USA, 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para
elaborar fragmentos bisepecifico/bivalentes de anticuerpo. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (V) conectado a un
dominio variable de cadena ligera (V) por un enlazante que es demasiado
corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma
cadena. Por consiguiente, los dominios Vy y V), de un fragmento son
forzados a emparejarse con los dominios Vi y Vycomplementarios de otro
fragmento, formando asi dos sitios fijadores de antigeno. En la misma forma
se ha informado de otra estrategia para elaborar fragmentos de anticuerpo
biespecificos/bivalentes mediante el uso de dimeros Fv de cadena énica
(sFv). Véase Gruber y colaboradores, J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo,

pueden prepararse anticuerpos triespecificos. Tutt y colaboradores, J.
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Immunol. 147: 60 (1991).

Anticuerpos biespecificos ejemplares pueden fijarse a dos diferentes
epitopos en una molécula dada. Alternativamente, un brazo anti-proteina
puede combinarse con un brazo que se fija a una molécula desencadenante en
un leucocito tal como una molécula de receptor de linfocito T (por ¢j., CD2,
CD3, CD28 6 B7), o receptores Fc para IgG (FcyR), tal como FcyRI (CD64),
FcyRII (CD32) y FeyRIII (CD16), de modo que se enfoquen mecanismos de
defensa celular a la célula que expresa la proteina particular. Igualmente
pueden utilizarse anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotoxicos
a células que expresan una proteina particular. Tales anticuerpos poseen un
brazo fijador de proteina y un brazo que fija un agente citotéxico o un
quelador de radioniclidos, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Otro
anticuerpo biespecifico de interés fija la proteina de interés y, ademés, fija el
factor tisular (TF).

6)  Anticuerpos de Heteroconjugado

Anticuerpos de heteroconjugado se encuentran también en el ambito
de la presente invencion. Los anticuerpos de heteroconjugado se componen
de dos anticuerpos unidos covalentemente. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a
biotina. Tales anticuerpos, por ejemplo, han sido propuestos para apuntar
células del sistema inmunitario a células indeseadas, Patente de los Estados
Unidos 4,676,980, y para tratamiento de la infeccion VIH. WO 91/00360,
WO 92/200373 y EP 0308936. Se contempla que los anticuerpos pueden
prepararse in vitro usando métodos conocidos en la quimica de proteinas
sintéticas, incluidos aquellos que involucran agentes de entrecruzamiento.
Por ejemplo, pueden construirse inmunotoxinas usando una reaccion de
intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Ejemplos de
reactivos apropiados para este propdsito incluyen iminotiolato y
metil-4-mercaptobutirimidato y los divulgados, por ejemplo, en la Patente de
los Estados Unidos No. 4,676,980. Anticuerpos de heteroconjugado pueden
elaborarse usando cualesquiera métodos convenientes de entrecruzamiento.
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Agentes apropiados de entrecruzamiento son bien conocidos en el arte, y se
divulgan en la Patente de los Estados Unidos No. 4,676,980, junto con un

namero de técnicas de entrecruzamiento.

7)  Ingenieria de la Funcion Efectora

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencion con respecto
a la funcién efectora, con el fin de intensificar la efectividad del anticuerpo
en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, residuo(s) de cisteina pueden
introducirse en la regién Fc, permitiendo asf la formacién de enlaces
disulfuro intercadena en esta region. El anticuerpo homodimérico asi
generado puede tener una capacidad de intermalizacién mejorada ylo.
creciente eliminacion de células mediada por complemento y citotoxicidad
celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Véase Caron y colaboradores,
J. Exp. Med. 176:1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol. 148: 2918-2922
(1992). Anticuerpos homodiméricos con actividad antineoplésica mejorada
pueden prepararse también usando entrecruzadores heterobifuncionales
como se describe en Wolff'y colaboradores, Cancer Research 53: 2560-2565
(1993). Altemnativamente, puede diseflarse un anticuerpo que tenga regiones
Fc duales y pueda por ello tener lisis de complemento mejorada y
posibilidades ADCC. Véase Stevenson y colaboradores, Anti-Cancer Drug
Design 3:219-230 (1989).

8) Inmunoconjugados

La invencion concierne ademds a inmunoconjugados que comprenden
un anticuerpo conjugado a un agente citotoxico tal como un agente
quimioterapéutico, toxina (por ej., una toxina enzimdticamente activa de
origen bacteriano, fiingico, vegetal, o animal, o fragmentos de la misma), o
un isétopo radioactivo(es decir, un radioconjugado). .

Agentes quimioterapéuticos Gtiles en la generacién de tales
inmunoconjugados incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina, vinblastina,
adriamicina y 5-fluorouracilo.

Toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que pueden usarse
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incluyen cadena A de la difteria, fragmentos activos no fijadores de toxina de
la difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A
de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phyfolaca americana
(PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia , curcina,
crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina;
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

Conjugados del anticuerpo y agente citotdxico se elaboran usando una
variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como
N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como HCl de adipimidato
dimetilico), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos
(tales como glutareidehido), compuestos bis-azido (tales como bis
(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como
bis<(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toliem
2,6-diisocianato), y compuestos de flior bis-activo (tales como
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceo). @ Por ejemplo, puede prepararse una
inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta y colaboradores,
Science, 238: 1098 (1987). Acido l-isotiocianatobencil-3-metildietilen
triaminapentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente
quelante ejemplar para conjugacion de radionucledtido al anticuerpo. Véase
WO094/11026. El enlazante puede ser un "enlazante segmentable" que
facilite la liberacién del medicamento citotdxico en la célula. Por ejemplo,
pueden usarse un enlazante l8bil al dcido, un enlazante sensible a peptidasa,
un enlazante dimetilico o enlazante que contenga disulfuro (Chari y
colaboradores, Cancer Res. 52:127-131 (1992)).

Adicionalmente, se contemplan de igual forma las toxinas de molécula
pequefia tales como caliqueamicina, maitansina (Patente de los Estados
Unidos 5,208,020), tricoteno y CC1065 como toxinas conjugables para uso
con la formulacion inventiva. En una incorporacién el anticuerpo de
longitud completa o fragmentos fijadores de antigeno de los mismos pueden
conjugarse & una o mis moléculas maitansinoides (por ej., alrededor de 1 a
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alrededor de 10 moléculas maitansinoides por molécula de anticuerpo). Los
maitansinoides son inhibidores mitotdticos que actian inhibiendo la
polimerizacién de la tubulina. Se han descrito maitansinoides, aislados de
fuentes naturales o preparados sintéticamente, incluidos maitansina,
maitansinal y derivados y andlogos de los mismos, véase por ej., Patente de
los Estados Unidos No. 5,208,020 y referencias citada allf (véase columna 2,
renglén 53 a columna 3, renglén 10) y Patentes de los Estados Unidos
3,896,111 y 4,151,042 Métodos de preparar conjugados
anticuerpo-maitansinoide se describen igualmente en la Patente de los
Estados Unidos No. 5,208,020. En una incorporacién preferida, un
maitansinoide se enlaza al anticuerpo mediante un disulfuro u otro grupo
enlazante que contenga azufre. La maitansina puede, por ejemplo,
convertirse en May-SS-Me, la cual puede reducirse a May-SH3 y hacerse
reaccionar con anticuerpo modificado para generar un inmunoconjugado
maitansinoide-anticuerpo. Chari y colaboradores, Cancer Res. 52: 127-131
(1992). El anticuerpo puede modificarse por métodos conocidos, y el
anticuerpo que contiene grupos tiol libres o protegidos se hace reaccionar
entonces con un maitansinoide que contenga disulfuro para producir el
conjugado. La citotoxicidad del conjugado anticuerpo-maitansinoide puede
medirse in vitro o in vivo por métodos conocidos, y la ICs puede
determinarse.

La caliqueamicina es otro inmunoconjugado de interés. La familia de
caliqueamicina de antibiéticos es capaz de producir cortes de ADN de doble
hebra en concentraciones sub-picomolares. Anidlogos estructurales de
caliqueamicina que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, v,', a;', a5,
N-acetil-y,', PSAG y 6', (Hinman y colaboradores, Cancer Res.
53:3336-3342 (1993) y Lode y colaboradores, Cancer Res. 58:2925-2928
(1998)). Otros medicamentos antineoplésicos a los que puede conjugarse el
anticuerpo incluyen QFA, que es un antifolato. La caliqueamicina y QFA
tienen sitios intracelulares de accion y no Cruzan facilmente la membrana del
plasma. Por lo tanto, la absorcién celular de estos agentes gracias a la
internalizacién mediada por anticuerpo mejora enormemente sus efectos
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citotdxicos.

En igual forma se contemplan inmunoconjugados formados entre un
anticuerpo Y un compuesto con actividad nucleolilica (por ej., una
ribonucleasa 0 ADNendonucleasa tal como deoxiribonucleasa, ADNasa).

El anticuerpo puede conjugarse asimismo a un &tomo altamente
radioactivo. Se dispone de una variedad de radiontclidos para la produccién
de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen At*'!, Bi*?, 1!, In'*',
Y%, Re'%, Re'®®, Sm'®, B® y Pb*'? ¢ is6topos radioactivos de Lu. Cuando el
conjugado se usa para diagnéstico, puede comprender un dtomo radioactivo

para estudios escintigréficos, por ejemplo Tc” 6 I'®

, O una marca de espin
para generacion de imagenes de resonancia magnética nuclear (también
conocida como generaciéon de imdgenes de resonancia magnética, mri), tal
como yodo-123, yodo-131, indio-111, flGor-19, carbono-13, nitrégeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Las radiomarcas u otras marcas pueden incorporarse en el conjugado
en formas conocidas. Por ejemplo, el peptide puede biosintetizarse o puede
sintetizarse por sintesis quimica de aminodcidos usando precursores
apropiados de aminodcidos que incluyan, por ejemplo, flior-19 en lugar de
hidrégeno. Marcas tales como Tc” & I'2, Re'*, Re'® e In'"' pueden unirse
con un residuo de cisteina en el péptido. Itrio-90 puede unirse mediante un
residuo de lisina. El método IODOGEN® puede emplearse para incorporar
yodo-123, Fraker y colaboradores, Biohem. Biophys. Res. Commun.
80:49-57 (1978). Otros métodos de conjl:lgar radiontclidos se describen en
"Monoclonal antibodies in Inmunoscintigraphy,” (Chatal, CRC Press 1989):

Alternativamente, una proteina de fusion que comprenda un
anticuerpo y el agente citotoxico puede elaborarse por técnicas
recombinantes o sintesis de péptidos. La longitud del ADN puede
comprender regiones respectivas que codifiquen las dos porciones del
conjugado, adyacentes entre si o separadas por una regién que codifique un
péptido enlazante, que no destruya las propiedades deseadas del conjugado.

En otra incorporacién, el anticuerpo puede conjugarse a un "receptor”
(tal como estreptavidina) para utilizacion en pre-direccionamientq
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(pre-reconocimiento) tumoral en donde el conjugado anticuerpo-receptor se
administra al paciente, seguido por eliminacién del conjugado no ligado de la
circulacion usando un agente depurador y, en seguida, administracion de un
"ligando" (por ¢j., avidina) que se conjuga a un agente citotoxico (por ¢j., un
radionucleétido).

9)  Inmunoliposomas

Los anticuerpos divulgados aqui pueden formularse asimismo como
inmunoliposomas. Un "liposoma” es una pequefia vesicular compuesta de
varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o surfactante, que es util para
administracién de un medicamento a un mamifero. Los componentes del
liposome se disponen cominmente en una formacién bicapa, similar a la
disposicion del lipido de las membranas biologicas.

Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan por métodos
conocidos en el arte, tales como los descritos en Epstein y colaboradores,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang y colaboradores, Proc.
Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y las Patentes de los Estados Unidos
No. 4,485,045 y 4,544,545. Liposomas con tiempo mejorado de circulacién
se divulgan en la Patente de los Estados Unidos No. 5,013,556.

Liposomas particularmente ttiles pueden generarse por el método de
evaporacién de fase reversa con una composicion de lipidos que comprenda
fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro
definido para proporcionar liposomas con el diametro deseado. Fragmentos
Fab' del anticuerpo de la presente invencion pueden conjugarse a los
liposomas como se describe en Martin y colaboradores, J. Biol. Chem., 257:
286-288 (1982) mediante una reaccién de intercambio de disulfuro. Un
agente quimioterapéutico (tal como Doxorubicina) se encuentra contenido
opcionalmente en el liposoma. Véase Gabizon y colaboradores, J. National
Cancer Inst. 81(19):1484(1989).

10) Otras Modificaciones de Anticuerpos
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Aquf se contemplan otras modificaciones de anticuerpos. Por
ejemplo, el anticuerpo puede enlazarse a uno de una variedad de polimeros
no proteindceos, por ej., polietilen glicol, polipropilen glicol,
polioxialquilenos, o copolimeros de polietilen glicol y polipropilen glicol.
En igual forma anticuerpo puede atraparse en microcépsulas preparadas, por
ejemplo, por técnicas de aglomeracion o por polimerizacién interfacial (por
ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcépsulas de gelatina y microcépsulas
de poli-(metilmetacrilato), respectivamente), en sistemas coloidales de
administracion de medicamentos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albiimina, microemulsiones, nano-particulas y nanocdpsulas), o en
macroemulsiones. Tales técnicas y otras formulaciones apropiadas se
divulgan en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Ed.,
Alfonso Gennaro, Ed., Philadelphia College of Pharmacy and Science
(2000).

C. Formulaciones Liofilizadas

Las formulaciones descritas aqui pueden prepararse también como
formulaciones liofilizadas reconstituidas. Las proteinas o anticuerpos
descritos aqui se liofilizan y luego se reconstituyen para producir las
formulaciones liquidas estables, de viscosidad reducida, de la invencién. En
esta incorporacion particular, luego de la preparacidn de la proteina de
interés, como se describe mds arriba, se produce una "formulacion
pre-liofilizada”. La cantidad de proteina presente en la formulacién
pre-liofilizada se determina tomando en cuenta los volimenes deseados de la
dosis, modo(s) de administracién, efc. Por ejemplo, la concentracion inicial
de un anticuerpo intacto puede ser de alrededor de 2 mg/ml a alrededor de 50
mg/ml, preferiblemente de alrededor de S mg/ml a alrededor de 40 mg/ml y,
muy preferiblemente, de alrededor de 20-30 mg/ml.

1)  Preparacién de Formulaciones Liofilizadas
Por lo general, la proteina a formularse esta presente en solucion. Por

ejemplo, en las formulaciones de viscosidad reducida y elevada saturacion



P2026R1 W 64" %

i6nica de la invencitn, la proteina puede estar presente en una solucién
tamponada en su pH en un pH de alrededor de 4-8 y, preferiblemente, de
alrededor de 5-7. La concentracién del tampdn puede ser de alrededor de 1
mM a alrededor de 20 mM, alternativamente de alrededor de 3 mM a
alrededor de 15 mM, dependiendo, por ejemplo, del tampdn y de la tonicidad
deseada de la formulacién (por ej., de la formulacion reconstituida).
Tampones y/o sales ejemplares son aquellos que son farmacéuticamente
aceptables y pueden crearse de icidos apropiados, bases y sales de los
mismos, tales como los que se definen bajo acidos, bases o tampones
"farmacéuticamente aceptables”. '

En una incorporacion, se agrega una lioprotector a la formulacién
pre-liofilizada. La cantidad de lioprotector en la formulacion pre-liofilizada
es generalmente tal que, con la reconstitucién, la formulacién resultante seré
isotdnica. No obstante, también pueden se adecuadas formulaciones
reconstituidas hiperténicas. Adicionalmente, la cantidad de lioprotector no
tiene que ser demasiado baja, de modo que con la liofilizacion ocurra una
cantidad inaceptable de degradacién/agregacién de la proteina. Sin embargo,
concentraciones de lioprotector ejemplares en la formulacién pre-liofilizada
son de alrededor de 10 mM a alrededor de 400 mM, altemativamente de
alrededor de 30 mM a alrededor de 300 mM, alternativamente de alrededor
de 50 mM a alrededor de 100 mM. Lioprotectores ejemplares incluyen
azGcares y alcoholes de aziicar tales como sacarosa, mannosa, trehaloss,
glucosa, sorbitol, mannitol. Sin embargo, bajo circunstancias particulares,
ciertos lioprotectores pueden contribuir igualmente a un aumento en la
viscosidad de la formulacién. Como tales, debe tenerse cuidado, de modo
que se seleccionen lioprotectores particulares, que minimicen o neutralicen
este efecto. Lioprotectores adicionales se describen anteriormente bajo la
definiciéon de “lioprotectores”, también denominados aqui "azucares
farmacéuticamente aceptables”.

La proporcién de proteina a lioprotector puede variara para cada
proteina o anticuerpo particular y combinacién de lioprotector. En el caso de
un anticuerpo como la proteina de eleccion y un azicar (por ej., sacarosa o
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trehalosa) como el lioprotector para generar una formulacién reconstituida
isotdnica con una elevada concentracidn de proteina, la relacion molar de
lioprotector a anticuerpo puede ser de alrededor de 100 a alrededor de 1500
moles de lioprotector a 1 mole de anticuerpo y, preferiblemente, de alrededor
de 200 a alrededor de 1000 moles de lioprotector a 1 mole de anticuerpo, por
ejemplo de alrededor de 200 a alrededor de 600 moles de lioprotector a 1
mole de anticuerpo.

En una incorporacion preferida, puede ser deseable afiadir un
tensoactivo a la formulacién pre-liofilizada. Alternativamente, o en adicién,
el tensoactivo puede agregarse a la formulacién liofilizada y/o la formulacion
reconstituida. Tensoactivos ejemplares incluyen tensoactivos no idnicos
tales como polisorbatos (por ¢j., polisorbatos 20 u 80); polioxdmeros (por ¢j.,
poloxdmero 188); Triton; octal glucésido sédico; lauril-, , miristil-, linoleil-,
o estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sarcosina;
linoleil-, miristil-, o cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-,
linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil-, o
isostearamidopropil-betaina (por ej., lauroamidopropilo);
miristamidopropil-, palmidopropil-, o isoestearamidopropil-dimetilamina;
metil cocoil-taurato sédico, o metil oleil-taurato disédico; y la series
MONAQUA™ (Mona Industries, Inc., Paterson, New Jersey), polietil glicol,
polipropil glicol, y copolimeros de etilen y propilen glicol (por ¢j., Pluronics,
PF68 etc). La cantidad de tensoactivo agregado es tal que reduzca la
formacion de particulado de la proteina reconstituida y minimice la
formacién de particulados luego de la reconstitucion. Por ejemplo, el
tensoactivo puede estar presente en la formulacion pre-liofilizada en una
cantidad de alrededor de 0.001-0.5%, alternativamente de alrededor de
0.005-0.05%.

Una mezcla del lioprotector (tal como sacarosa o trehalosa) y un
agente de relleno (por e/, mannitol o glicina) pueden usarse en la
preparacion de la formulacion de pre-liofilizacion. El agente de relleno
puede permitir la produccién de una torta liofilizada uniforme sin bolsas

excesivas en ella, etc. Otros vehiculos farmacéuticamente aceptables,
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excipientes o estabilizantes tales como los descritos en Remington's
Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980) pueden incluirse
en la formulacién pre-liofilizada (y/o la formulacién liofilizada y/o la
formulacién reconstituida), con la condicion de que no afecten
negativamente las caracteristicas deseadas de la formulacién. Vehiculos,
excipientes o estabilizadores aceptables son no toxicos a los receptores en las
posologias y concentraciones empleadas e incluyen agentes tamponantes
adicionales; preservantes; co-disolventes; antioxidantes incluidos acido
ascorbico y metionina; agentes quelantes tales como EDTA; complejos de
metal (por ¢j., complejos Zn-proteina); polimeros biodegradables tales como
poliésteres; y/o contrapones formadores de sales, tales como sodio

La formulacién mencionada aqui puede contener asimismo més de una
proteina, segin sea necesario para la indicacion particular que se estd
tratando, preferiblemente aquellas con actividades complementarias que no
afectan negativamente a la otra proteina. Por ejemplo, puede ser deseable
proporcionar dos o més anticuerpos que se fijen a la diana deseada (por ¢j.,
receptor o antigeno) en una formulacién Gnica. Tales proteinas estin
convenientemente presentes en combinacién en cantidades que sean
efectivas para el propdsito previsto.

Las formulaciones a usarse para administracion in vivo tienen que ser
estériles. Esto se logra ficilmente por filtracién a través de membranas de
filracién estéril, antes de, o luego de, la liofilizacién y reconstitucién.
Alternativamente, la esterilidad de toda la mezcla puede conseguirse
sometiendo a la accién de un autoclave los ingredientes, excepto la proteina,
a alrededor de 120°C por airededor de 30 minutos, por ejemplo.

Una vez mezclados juntos la proteina, el lioprotector opcional y otros
componentes opcionales, se liofiliza la formulacién. Para este propésito se¢
encuentran disponibles diferentes secadores por congelamiento, tales como
Hull50™ (Hull, USA) o secadores por congelamiento GT20™
(Leybold-Heraeus, Alemania). El secamiento por congelamiento se lleva a
cabo congelando la formulacién y, posteriormente, sublimando el hielo del

contenido congelado a una temperatura adecuada para secamiento primario.
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Bajo esta condicién, la temperatura del producto estd por debajo de punto
eutéctico o la temperatura del colapso de la formulacion. Tipicamente, la
temperatura del entrepafio ("shelf temperature’”) para el secamiento
primario variard de alrededor de -30 a 25°C (con la condicién de que el
producto permanezca congelado por el secamiento primario) a una presion
apropiada, que varia tipicamente de alrededor de 50 a 250 mTorr. La
formulacién, tamafio y tipo del envase que contiene 1a muestra (por é&j.,
ampolla de vidrio) y el volumen de liquido dictardn basicamente el tiempo
requerido para secamiento, el cual puede variar desde unas cuantas horas a
varios dfas (por ¢j., 40-60 horas). Opcionalmente, puede llevarse asimismo a
cabo una segunda etapa de secamiento secundario, dependiendo del nivel de
humedad residual deseada en el producto. La temperatura a la cual se llevaa
cabo el secamiento secundario varia de alrededor de 0-40°C, dependiendo
principaimente del tipo y el tamafio del envase y el tipo de proteina
empleada. Por ejemplo, la temperatura del entrepafio de principio a fin de
toda la fase de retiro del agua de liofilizacién puede ser de alrededor de
15-30°C (por ej., alrededor de 20°C). El tiempo y la presion requeridos para
el secamiento secundario serdn los que produzcan una torta liofilizada
apropiada, dependientes, por ej., de la temperatura y otros pardmetros. El
tiempo de secamiento secundario lo dicta el nivel de humedad residual
deseada en el producto y, tipicamente, toma por lo menos alrededor de 5
horas (por ej., 10-15 horas). La presion puede ser la misma que la empleada
por el paso de secamiento primario. Las condiciones de secamiento por
congelamiento pueden variarse dependiendo de la formulacién y el tamafio
de la ampolla.

2.  Reconstitucién de la Formulacién Liofilizada
Antes de la administracién al paciente, la formulacién liofilizada se
reconstituye con un diluyente farmacéuticamente aceptable, de modo que la
concentracién de la proteina en la formulacién reconstituida sea por lo menos
alrededor de 50 mg/ml, por ejemplo de alrededor de 50 mg/ml a alrededor de
400 mg/ml, alternativamente de alrededor de 80 mg/ml a alrededor de 300
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mg/ml, altenativamente de alrededor de 90 mg/ml a alrededor de 150 mg/ml.
Se considera que tales altas concentraciones de proteina en la formulacién
reconstituida son particularmente Utiles donde se prevé la administracién
subcutdnea de la formulacién reconstituida. No obstante, para otras vias de
administracidn, tales como administracién intravenosa, pueden ser deseables
concentraciones mas bajas de la proteina en la formulacion reconstituida (por
ejemplo de alrededor de 5-50 mg/ml, o de alrededor de 10-40 mg/ml de
proteina en la formulacién reconstituida). En ciertas incorporaciones, la
concentracién de proteina en la formulacién reconstituida es
significativamente més alta que la de la formulacién pre-liofilizada. Por
ejemplo, la concentracién de proteina en la formulacioén reconstituida puede
ser alrededor de 2-40 veces, alternativamente 3-10 veces, alternativamente
3-6 veces (por ej., por lo menos el triple o por lo menos el cuddruple) de la de
la formulacién pre-liofilizada.

Por lo general la reconstitucion tiene lugar a una temperatura de
alrededor de 25°C para garantizar una completa hidratacién, si bien pueden
empelarse otras temperaturas, segiin se desee. El tiempo requerido para la
reconstifucion dependerd, por ¢j., del tipo de diluyente, la cantidad de
excipiente(s) y protelna. Diluyentes ejemplares incluyen agua esterilizada,
agua bacteriostédtica para inyeccién (BWFI), una solucién tamponada en su
pH (por ej., salina tamponada con fosfato), solucion salina estéril, solucién
de cloruro sédico compuesto ("Ringers’ solution™) o solucion de dextrosa.
Opcionalmente el diluyente contiene un preservante. Preservantes
ejemplares se han descrito anteriormente, siendo los alcoholes aromaticos,
tales como alcohol bencilico o fenélico, los preservantes preferidos. La
cantidad de preservante empleado se determina evaluando diferentes
concentraciones de preservante en cuanto a su compatibilidad con la proteina
y probando la eficacia del preservante. Por ejemplo, si el preservante es un
alcohol aromético (tal como alcohol bencilico), éste puede estar presente en
una cantidad de alrededor de 0.1-2.0% y, preferiblemente, de alrededor de
0.5-1.5%, pero muy preferiblemente alrededor de 1.0-1.2%.

Preferiblemente, la formulacion reconstituida tiene menos de 6000
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particulas por ampolla que son > 10 pm en tamaiio.

D. Formulaciones Liquidas

Formulaciones terapéuticas se preparan para almacenamiento
mezclando el ingrediente activo, que tiene el grado deseado de pureza, con
vehiculos, excipientes o estabilizadores opcionales farmacéuticamente
aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 18th edition, Mack
Publishing Co., Easton, Pa. 18042 [1990]). Vehiculos, excipientes, o
estabilizantes aceptables son no téxicos a los pacientes en las posologias y
concentraciones empleadas, e incluyen tampones, antioxidantes incluidos
dcido ascorbico, metionina, Vitamina E, metabisulfito sddico; preservantes ;
isotonicificadores, estabilizantes, complejos de metal (por ¢j., complejos
Zn-proteina); agentes quelantes tales como EDTA y/o tensoactivos no
idnicos.

Cuando el agente terapéutico es un fragmento de anticuerpo, se
prefiere el fragmento inhibidor més pequefio que especificamente se fija al
dominio de unién de laproteina diana. Por ejemplo, baséndose en las
secuencias de region variable de un anticuerpo, pueden disefiarse fragmentos
de anticuerpo o incluso moléculas de péptidos, las cuales conservan la
capacidad de fijar la secuencia de proteina diana. Tales péptidos pueden
sintetizarse quimicamente y/o producirse por tecnologia de ADN
recombinante (véase, por ej., Marasco y colaboradores, Proc. Natl. Acad.
Sci, US A 90: 7889-7893 [1993]).

Los tampones se usan para controlar el pH en un margen que optimiza
la eficacia terapéutica, especialmente si la estabilidad es dependiente del pH.
Los tampones se encuentran preferiblemente presentes en concentraciones
que varfan de alrededor de 50 mM a alrededor de 250 mM. Agentes
tamponantes apropiados para uso con la presente invencién incluyen acidos
orgénicos e inorgénicos y sus bases. Por ejemplo, citrato, fosfato, succinato,
tartrato, fumarato, gluconato, oxalato, lactato, acetato. Adicionalmente, los
tampones pueden estar conformados por sales de histidina y trimetilamina

tales como Tris.
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Se affaden preservantes para retardar el crecimiento microbiano, y
tipicamente estdn presentes en un margen de 0.2% - 1.0% (p/v). Preservantes
apropiados para uso con la presente invencién incluyen (tales como cloruro
de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; haluros de
benzalconio (por ej., cloruro, bromuro, yoduro), cloruro de bencetonio;
timerosal, fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como
metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol, 3-pentanol, y
m—cresol.

Agentes de tonicidad, a veces conocidos como "estabilizantes" estin
presentes para ajustar o mantener la tonicidad de una composicién liquida.
Cuando se usan con biomoléculas cargadas, grandes, tales como protefnas y
anticuerpos, se¢ denominan a menudo "estabilizantes”, porque pueden
interactuar con los grupos cargados de las cadenas laterales de aminodcidos,
disminuyendo asi el potencial de interacciones inter e intramoleculares. Los
agentes de tonicidad pueden estar presentes en cualquier cantidad entre 0.1%
a 25% en peso, preferiblemente 1 a 5%, teniendo en cuenta las cantidades
relativas de los demés ingredientes. Los agentes de tonicidad incluyen
alcoholes polihfdricos de azicar, preferiblemente alcoholes de azicar
trihidricos o mayores, tales como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol
y mannitol.

Excipientes adicionales incluyen agentes que pueden servir como uno
o mas de los siguientes: (1) agentes de relleno, (2) mejoradores de
solubilidad, (3) estabilizantes y (4) agentes que impiden la desnaturalizacién
o adherencia a la pared del recipiente. Los estabilizantes pueden estar
presentes en ¢l margen de 0.1 a 10,000 partes por peso de proteina activa o
anticuerpo. Estabilizantes tfpicos incluyen: alcoholes de azicar polidricos
(enumerados anteriormente); aminodcidos tales como alanina, glicina,
glutamina, asparagina, histidine, arginina, lisina, omitina, leucina,
2-fenilalanina, 4cido glutdmico, treonina, efc.; azicares orgénicos o
alcoholes de azicar tales como sacarosa, lactosa, lactitol, trehalosa,
estaquiosa, mannosa, sorbosa, xilosa, ribosa, ribitol, mioinisitosa,
mioinisitol, galactosa, galactitol, glicerol, ciclitoles (por éej., inositol),_
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polietilen glicol; agentes reductores con contenido de azufre, tales como
urea, glutation, #écido ti6ctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol,
a-monotioglicerol y tiosulfato de sodio; proteinas de bajo peso molecular
tales como seroalbimina humana, seroalbiimina bovina, gelatina u otras-
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
monosacdridos (por ¢j., xilosa, mannosa, fructosa, glucosa; disaciridos (por
ej., lactosa, maltosa, sacarosa); trisacdridos tales como rafinosa; y
polisacéridos tales como dextrina o dextrano.

Tensoactivos no idnicos o detergentes (también conocidos como
"agentes humectantes") estdn presentes para ayudar a solubilizar el agente
terapéutico, asf como para proteger la proteina terapéutica contra la
agregacién inducida por la agitacion, lo cual permite ademis que la
formulacién se exponga a esfuerzo superficial de cizalladura sin causar la
desnaturalizacidn de la proteina terapéutica activa o anticuerpo. Surfactantes
no iénicos estin presentes en un margen de alrededor de 0.05 mg/ml a
alrededor de 1.0 mg/ml, preferiblemente alrededor de 0.07 mg/ml a alrededor
de 0.2 mg/ml.

Tensoactivos no iénicos apropiados incluyen polisorbatos (20, 40, 60,
65, 80, etc.), polioxdmeros (184, 188, etc.), polioles Pluronic®, Triton ,
polioxietilen sorbitdn, monoéteres (T ween®20, Tween®-80, etc.),
lauromacrogol 400, polioxil 40 estearato, aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 10, 50 y 60, monoestearato de glicerina, éster de dcido graso
de sacarosa, metilceluosa y carboximetilcelulosa. Detergentes anidnicos que
pueden usarse incluyen lauril sulfato de sodio, dioctil sulfosuccinato de sodio
y dioctil sulfonato de sodio. Detergentes cationicos incluyen cloruro de
benzalconio o cloruro de bencetonio.

Con el fin de que las formulaciones puedan usarse en administracién in
vivo, tienen que se estériles. La formulacién puede hacerse estéril mediante
filtracion a través de membranas de filtracién estériles. Las composiciones
terapéuticas incluidas aqui se ponen por lo general en un envase que contiene

un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa para solucion intravenosa

o ampolla que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccion
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hipodérmica.

La via de administracién estd de acuerdo con métodos conocidos y
aceptados, tales como inyeccion i.v. rdpida Gnica o miiltiple o infusién por un
periodo prolongado de tiempo en una manera apropiada, por ej., inyeccién o
infusion por vias subcutdneas, intravenosas, intraperitoneales,
intramusculares, intra-arteriales, intralesionales o intra-articulares,
administracién topica, inhalacién o por medios de liberacién sostenida o
liberacién ampliada. '

La formulacién mencionada aqui puede contener ademds més de un
compuesto activo, seglin sea necesario, para la indicacién particular que se
estd tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que
no se afecten negativamente entre si. Alternativamente, o en adicién, la
composicion puede comprender un agente citotdxico, citocina o agnete
inhibidor de crecimiento. Tales moléculas estan convenientemente presentes
en combinacién en cantidades que son efectivas para el propésito previsto.

En igual forma los ingredientes activos pueden atraparse en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de aglomeracion o pox:
polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o
microcdpsulas de gelatina y microcdpsulas de poli-(metilmetacilato),
respectivamente, en sistemas coloidales de administracién de medicamentos
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones,
nano-particulas y nanocépsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas se
divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences 18th edition, més arriba.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos
apropiados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos soélidos que contienen ei
anticuerpo, matrices que estdn en la forma de articulos moldeados, por ej.,
peliculas, o microcédpsulas. Ejemplos de matrices de liberacién sostenida
incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polildctidos (Patente de
los Estados Unidos No. 3,773,919), copolimeros de dcido L-glutdmico y
y-etil-L-glutamato, acetato etilen-vinilico, no degradable, copolimeros
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degradables de acido lactico-4cido glicélico tales como los LUPRON
DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido
lictico-4cido  glicolico y acetato de leuprolida), y 4cido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. La microencapsulacion de proteinas
recombinantes para liberacion sostenida se ha llevado exitosamente a cabo
con somatotropina humana (thGH), interferdn-(thIFN-), interleucina-2, y
MN rpg 120. Johnson y colaboradores, Nat. Med. 2: 795-799 (1996);
Yasuda y colaboradores, Biomed. Ther. 27: 1221-1223 (1993); Hora y
colaboradores, Bio/Technology 8: 755-758 (1990); Cleland, "Design and
Production of Single Immunization Vaccines Using Polylactide
Polyglycolide Microsphere Systems," in Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach, Powell and Newman, eds., (Plenum Press: New York,
1995), péginas 439-462; WO 97/03692; WO 96/40072; WO 96/07399; y
Patente de los Estados Unidos No. 5,654,010.

Las formulaciones de liberacion sostenida de estas proteinas pueden
desarrollarse usando polimero de acido polilactico-dcido poliglicélico
(PLGA) debido a su biocompatibilidad y amplia gama de propiedades
biodegradables. Los productos de degradacién de PLGA, dcidos licticos y
glicélicos, pueden eliminarse ripidamente en el cuerpo humano. Mis afin, la
degradabilidad de este polimero puede ajustarse desde meses a aflos
dependiendo de su peso molecular y la composicién. Lewis, "Controlled
release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer”, in
Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marcel Dekker; New
York, 1990), M. Chasin and R. Langer (Eds.) pginas 1-41.

Aunque polimeros tales como etilen-vinil acetato dcido lactico-dcido
glicblico permiten la liberacién de moléculas por mds de 100 dias, ciertos
hodrogeles liberan proteinas por perfodos de tempo mas breves. Cuando
anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo por un tiempo
prolongado, pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la
exposicién a la humedad a 37°C, resultando en una pérdida de activida&i
biolégica y cambios posibles en la inmunogenicidad. Pueden concebirse

estrategias razonables para la estabilizacion, dependiendo del mecanismo
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involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es
formacién de enlace S-S intermolecular mediante intercambio de
tio-disulfuro, la estabilizacién puede lograrse modificando residuos
sulfhidrilo, liofilizando de soluciones 4cidas, controlando el contenido de
humedad, usando aditivos adecuados, y desarrollando composiciones de
matriz polimérica especifica.

Igualmente pueden usarse composiciones liposomales o proteinoides
para formular las proteinas o anticuerpos divulgados aqui. Véase las
Patentes de los Estados Unidos No. 4,925,673 y 5,013,556.

La estabilidad de las proteinas y anticuerpos descritos aqui pueden
mejorarse mediante el uso de "sales de metal polivalente, solubles en agua”.
Ejemplos incluyen Ca**, Mg, Zn**, Fe**, Fe*, Cu®, Sn*, Sn*", A1**y A1,
Aniones ejemplares que pueden formar sales solubles en agua con los
anteriores cationes de metal polivante incluyen las formadas de dcidos
inorganicose y/o acidos orgénicos. Tales sales solubles en agua tienen una
solubilidad en agua (a 20°C) de por lo menos alrededor de 20 mg/ml,
alternativamente por lo menos alrededor de 100 mg/ml, alternativamente por
lo menos alrededor de 200 mg/ml.

Acidos inorgénicos apropiados que pueden emplearse para formar las
"sales de metal polivalente, solubles en agua" incluyen icido clorhidrico,
acético, sulfiirico, nitrico, tiocidnico y fosférico. Acidos orgénicos
adecuados que pueden utilizarse incluyen dcido alifético carboxilico y 4cidos
arométicos. Acidos alifiticos dentro de esta definicién pueden definirse
como 4cidos C,o carboxilicos saturados o insaturados (por ej., acidos
alifiticos mono-, di- y tri-carboxilicos). @ Por ejemplo, acidos
monocarboxilicos ejemplares dentro de esta definicidn incluyen los dcidos
C,o monocarboxilicos saturados acético, propiénico, butirico, valérico,
caproico, enéntico, caprilico pelargénico y caprionico, y los acidos Cyy
monocarboxilicos insaturados dcidos acrilico, propridlico metacrilico,
croténico e isocroténico. Acidos dicarboxilicos ejemplares incluyen los
dcidos C,. dicarboxilicos saturados malénico, succinico, glutérico, adipico y
pimélico, mientras que dcidos C, dicarboxilicos insaturados incluyen dcidos
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maleico, fumadrico, citraconico y mesacodnico. Acidos tricarboxilicos
ejemplares incluyen los 4dcidos C,5 tricarboxflicos saturados écido
tricarbalilico y 1,2,3-butanotricarboxilico. Adicionalmente, los &cidos
carboxilicos de esta definicidn incluyen ademas uno o dos grupos hidroxilo
para formar écidos hidroxi carboxilicos. Acidos hidroxi carboxilicos
ejemplares incluyen acido glicdlico, ldctico, glicérico, tartrénico, mélico,
tartdrico y citrico. Acidos arométicos dentro de esta definicién incluyen
dcido benzoico y salicilico.

Sales de metal polivalente solubles en agua, cominmente empleadas,
que pueden usarse para ayudar a estabilizar los polipéptidos encapsulados de
esta invencién incluyen, por ejemplo: (1) las sales de metal de 4cida
inorganico de haluros (por &j., cloruro de zinc, cloruro de calcio), sulfatos,
nitratos, fosfatos y tiocianatos; (2) las sales de metal de acido alifético
carboxilico (por €j., acetato de calcio, acetato de zinc, proprionato de calcio,
glicolato de zinc, lactato de calcio, lactato de zinc y tartrato de zinc); y (3) las
sales de metal de acido carboxilico aromético de benzoatos (por ej., benzoato
de zinc) y salicilatos.

E. Meétodos de Tratamiento:

Para la prevencién o tratamiento de enfermedad, la posologia
apropiada de un agente activo, dependerd del tipo de enfermedad a tratarse,
como se define anteriormente, la gravedad y la evolucién de la enfermedad,
si el agente se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia
anterior, la historia clinica del paciente y la respuesta al agente, y la
discrecién del médico residente. El agente se administra convenientemente
al paciente de una vez o por una serie de tratamientos.

Un método preferido de tratamiento es el tratamiento del trastorno
mediado por IgEs. Trastornos mediados por IgE incluyen trastornos
atopicos, que se caracterizan por la propension heredada a responder
inmunoldégicamente a muchos antigenos inhalados e ingeridos, comunes, que
ocurren naturalmente, y la produccién continua de anticuerpos IgE.
Trastornos atdpicos especificos incluyen asma alérgica, rinitis alérgica,
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dermatitis atdpica y gastroenteropatia alérgica. A menudo los pacientes
atdpicos tienen maultiples alergias, significando que tienen anticuerpos IgE
para, y sintomas de, muchos alérgenos ambientales, incluidos pdlenes,
hongos (por ej., mohos), desechos de animales y de insectos y ciertos
alimentos.

No obstante, trastornos asociados con niveles IgE elevados no se
limitan a aquellos con una etiologfa heredada (atpica). Otros U'astornos;
asociados con niveles IgE elevados, que parecen ser mediados por IgE y que
son susceptibles de tratarse con la formulaciones de esta presente invencidn
incluyen hipersensibilidad (por ej., hipersensibilidad anafilictica), eczema,
urticaria, aspergilosis broncopulmonar alérgica, enfermedades parasitarias,
sindrome hiper-IgE, ataxia-telangiectasia, sindrome de Wiskott-Aldrich,
alinfoplasia timica, mieloma IgE y reaccion injerto-versus-huésped.

Rinitis alérgica, también conocida como rinoconjuntivitis alérgica o
rinitis polinica, es la manifestacién mis comiin de una reaccion atdpica a
alérgenos inhalados, cuya gravedad y duracién es a menudo correlativa con
la intensidad y la duracion de la exposicién al alérgeno. Es una enfermedad
cronica, que puede aparecer en cualquier edad, pero la manifestacién ocurre
habitualmente durnte la nifiez o la adolescencia. Un ataque tipico consiste de
rinorrea acuosa profusa, estornudo paroxistico, obstruccién nasal y picazén
de la nariz y el paladar. El drenaje de la mucosidad posnasal ocasiona
asimismo dolor de garganta, carraspeo y tos. Puede haber también sintomas
de blefaroconjuntivitis alérgica, con intensa picazdn de las conjuntivas y los
parpados, eritema, lacrimacion, y fotofobia. Ataques graves se acompafian g
menudo por malestar sistémico, debilidad, fatiga y, a veces, dolor muscular
luego de intensos periodos de estornudos.

Asma, también conocida como enfermedad obstructiva reversible de
las vias respiratorias, se caracteriza por hiperreactividad del é4rbol
traqueobronquial a irritantes respiratorios y quimicos broncoconstrictores,
que producen ataques de jadeo, disnea, opresion en el pecho y tos, que son
reversibles espontineamente o con tratamiento. Es una enfermedad crénica

que compromete todas las vias respiratorias, pero varia en gravedad desde
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episodios transitorios leves ocasionales a obstruccién bronquial critica,
crbnica, grave. El asma y la hipersensibilidad ("afopy") pueden coexistir,
pero sOlo aproximadamente la mitad de los asmaticos son también
hipersensibles, y un porcentaje incluso menor de pacientes hipersensibles
pueden tener también asma. No obstante, la hipersensibilidad y el asma no
son completamente independientes en el sentido en que el asma ocurra més
frecuentemente entre individuos hipersensibles que entre no hipersensibles,
especialmente por la nifiez. Ademss, histricamente el asma se ha
subdividido en dos grupos, asma extrinseca y asma intrinseca.

El asma extrinseca, también conocida como asma alérgica,
hipersensible o inmunoldgica, es descriptiva de pacientes que generalmente
desarrollan asma en una etapa muy temprana de su vida, usualmente por la
infancia o la nifiez. Con frecuencia coexisten otras manifestaciones de
hipersensibilidad, incluidos eczema o rinitis alérgica. Los ataques asmaticos
pueden ocurrir por épocas de polinizacién, en la presencia de animales, o con
la exposicién al polvo doméstico, almohadas de plumas, u otros alérgenos.
Exdmenes de piel muestran reacciones positivas de roncha y zona de
enrojecimiento a los alérgenos causantes. Interesantemente, la concentracion
de IgE sérica total es frecuentemente elevada, pero es a veces normal.

El asma intrinseca, también conocida como asma no alérgica 0
idiopatica, ocurre por lo general por primera vez por la vida adulta, luego de
la infeccién respiratoria aparente. Los sintomas incluyen obstruccién
bronquial crénica o recurrente no relacionada con temporadas de
polinizacion o exposicion a otros alérgenos. Los exdmenes de piel son
negativos a los alérgenos atdpicos usuales, la concentracion de IgE sérica es
normal. Los sintomas adicionales incluyen sangre en el esputo y eosinofilia.
Otros esquemas para clasificar el asma en subgrupos, como sensibles a la
aspirina, inducidos por el ejercicio, infecciosos y psicolégicos deﬁneq
meramente factores desencadenantes externos, que afectan a ciertos
pacientes mas que a otros.

Finalmente, es importante anotar que aunque algunas clasificaciones
han asociado histéricamente s6lo el asma alérgica con dependencia de IgE,
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existen ahora datos de fuerte significacion estadistica que muestran una
correlacion entre IgE y asma (alérgica y no alérgica). Capitulo 27, "The
Atopic Diseases", A.l. Terr in Medical Immunology, 9th Ed., Simon and
Schuster, Stites y colaboradores, Ed. (1997). Como resultado, el término
"trastornos mediado por IgE", para efectos de esta solicitud de patente,
incluye asma alérgica y asma no alérgica.

Signos fisicos de un ataque de asma incluyen respiracién
anormalmente rdpida, jadeo audible, y uso de musculos accesorios de la
respiracion. Por lo general, pulso ripido y elevada presién sanguinea se
encuentran también presentes, como elevados niveles de eosinéfilos en la
sangre periférica y secreciones nasales. Las funciones pulmonares muestran
una disminucién en las velocidades de flujo y 1 segundo volumen expiratorio
forzado (FEV,). La capacidad pulmonar total y la capacidad residual
funcional son tipicamente normales o se aumentan ligeramente, pero pueden
disminuir con broncoespasmo extremon.

La patologia del asma puede distinguirse por reacciones de fase
temprana y fase tardia. La fase temprana se caracteriza por contraccién de
los miisculos lisos, edema e hipersecrecion, mientras que las reacciones de
fase tardia se caracterizan por inflamacién celular. El asma puede inducirse
por varios desencadenantes no especificos incluidas infecciones (por ej.,
infecciones respiratorias viricas), factores fisiologicos (por ¢j., ejercicio,
hiperventilacién, respiracién profunda, factores psicolégicos), factores
atmosféricos (por ¢j., diéxido de azufre, amoniaco, aire frio, ozono, vapor de
agua destilada), ingestas (por ej., propranolol, aspirina, medicamentos
antinflamatorios no esteroides), inhalantes experimentales (por éej.,
soluciones hipertdnicas, dcido citrico, histamina, metacolina, prostaglandina
Foq) © inhalantes ocupacionales (por ej., isocianatos). Varios alérgenos
ocupacionales o ambientales adicionales que causan asma alérgica pueden
incluir, productos animales, polvos para insectos, creaturas de mar,
productos vegetales, frutas, semillas, hojas y pélenes, tinturas orgénicas y
tintas, agentes microbianos, enzimas, agentes terapéuticos, agentes
esterilizantes, productos quimicos orgdnicos e inorgénicos.
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Dermatitis atdpica, también conocida como eczema, neurodermatitis,
eczema atdpico o prurigo de Besnier, es un trastorno cuténeo crénico comﬁn;
especifico de un subgrupo de pacientes con las caracteristicas familiares e
inmunoldgicas de la hipersensibilidad. La caracteristica esencial es una
respuesta inflamatoria dérmica acompafiada de prurito, que induce una
erupcién cutdnea simétricamente distribuida, caracteristica, con predileccién
por ciertos sitios. Existe también una frecuente sobreproduccion de IgE por
linfocitos B. Aunque la dermatitis atdpica se clasifica como una forma
cutanea de hipersensibilidad, porque se asocia con rinitis alérgica y asma y
altos niveles de IgE; la gravedad de la dermatitis, sin embargo, no siempre se
correlaciona con exposicion a alérgenos en pruebas cutdneas, y la
desensibilizacién (a diferencia de otras enfermedades alérgicas) no es un
tratamiento efectivo. Aunque la IgE sérica alta es confirmatoria de un
diagndstico de asma alérgica, los niveles normales no la excluyen. La
aparicion de la enfermedad puede ocurrir en cualquier edad, ay las lesiones
comienzan de manera aguda con pédpulas edematosas eritematosas o placa
con descamacion. La comezdn lleva a supuracién y formacién de costras,
luego a endurecimiento cronico de la piel. A nivel celular, la lesién aguda es
hinchazén del tejido cutineo y la dermis se infiltra con células
mononucleares, linfocitos CD4. Neutréfilos, eosinéfilos, células del plasma
y basdfilos son raros, pero estdn presentes mastocitos desgranulados.
Lesiones cronicas caracterizan la hiperplasia epidérmica, hiperqueratosis y
paraqueratosis, y la dermis se infiltra con células mononucleares, células de
Langhans y mastocitos. Existen asimismo dreas focales de fibrosis, incluida
la implicacién del perineurio de los nervios pequefios.

Gastroenteropatia alérgica, también conocida como gastroenteropatia
eosinofila, es una manifestacién atépica inusual en la cual multiples
sensibilidades a alimentos producidas por la IgE se asocian con una reaccién
mucosal local del tracto gastrointestinal. Es rara en adultos, aunque mas
comiin, pero transitoria, en infantes. La condicién resulta cuando alérgenos
de alimento ingerido reaccionan con anticuerpos de IgE local en la mucosa
del yeyuno y liberan mediadores de mastocitos, resultantes en sintomas
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gastrointestinales poco tiempo después de la comida. La exposicion continua
produce inflamacién crénica, resultante en pérdida de proteinas
gastrointestinales y edema hipoproteinémico. La pérdida de sangre a través
de la mucosa intestinal inflamada puede ser suficientemente significativa
para causar anemia deficiencia de hierro. La reaccion alérgica ocurre
localmente en la mucosa gastrointestinal superior luego de la exposicion a.l
alérgeno, pero se soluciona evitando el alérgeno.

Anafilaxis y urticaria son claramente mediadas por IgE, pero carecen
de determinantes genéticos, y no tienen predileccién por individuos atdpicos.
La anafilaxis es una reaccion alérgica generalizada, aguda, con implicacion
simultinea de varios sistemas de Organos, usualmente cardiovascular,
respiratorio, cutineo y gastrointestinal. La reaccion es mediada
inmunoldégicamente, y ocurre con la exposicién a un alérgeno al cual el sujeto
ha sido previamente sensibilizado. Urticaria y angioedema se refieren a la
hinchazdn fisica, eritema y picazén resultantes de receptor estimulado por
histamina en vasos sanguineos cuténeos superficiales, y es la caracteristica
cutdnea con sello de marca de la anfilaxis cutdnea. La anafilaxis sistémica es
la ocurrencia de una reaccién mediada por IgE simultidneamente en miultiples
6rganos, resultante de medicamento, veneno de insecto o alimento. Es
causada sibitamente por IgE con carga de mastocitos, inducida por
alérgenos, resultante en una profunda y critica alteracién en el
funcionamiento de varios drganos vitales. Colapso vascular, obstruccién
aguda de las vias respiratorias, vasodilatacién cutinea y edema, espasmo
muscular gastrointestinal y genitourinario ocurren casi simultdneamente,
aunque no siempre en el mismo grado.

La patologia de la anafilaxis incluye angioedema y pulmones
hiperinflamados, con taponamiento mucoso de las vias respiratorias y
atelectasis focal. A nivel celular, los pulmones adquieren el mismo aspecto
que por un ataque de asma agudo, con hipersecrecion de las gléndulas
submucosas bronquiales, edema mucoso y submucoso, congestion vascular
peribronquial y eosinofilia en las paredes bronquiales. Se pueden presentar
edema pulmonar y hemorragia. De igual modo se pueden presentar espasmo,



P2026R1 M AT ZCB

muscular bronquial, hiperdistension, e incluso ruptura de los alvéolos. Una
caracteristica importante de la anafilaxis humana incluye edema, congestién
vascular, y eosinofilia en la lamina propria de 1a laringe, traquea, epiglotis e
hipofaringe.

La exposicion al alérgeno puede producirse por ingestidn, inyeccion,
inhalacién o contacto con la piel o la membrana mucosa. La reaccién
empieza en el término de segundos o minutos después de la exposicién al
alérgeno. Puede haber un susto inicial o sensacion de muerte inminente,
seguido rdpidamente por sintomas en uno o mis sistemas de 6rganos diana:
cardiovascular, respiratorio, cutdneo y gastrointestinal. '

Los alérgenos responsables de la anafilaxis difieren de los
cominmente asociados con hipersensibilidad. Alimentos, medicamentos,
venenos de insectos o latex son las fuentes comunes. Los alérgenos de
alimentos incluyen los hallados en crustdceos, moluscos (por ej., langosta,
camarones, cangrejo), pescado, legumbres (por ej., cacahuetes, guisantes,
frijoles, regaliz), semillas (por ej., ajonjoli, semilla de algodén, alcaravea,
mostaza, semilla de lino, girasol), nueces, bayas, claras de huevo, trigo negro
y lecha. Los alérgenos de medicamentos incluyen los hallados en proteinas
heterélogas y polipéptidos, polisaciridos y medicamentos hapténicos.
Alérgenos de insectos incluyen insectos himenopteros, incluidos la abeja,
avispas amarillas, avispones, avispas y hormigas.

Aunque la epinefrina es el tratamiento tipico para la anafilaxis, por lo
general se prescriben antihistamina o y otros bloqueadores de histaminae
para urticaria menos grave o reaccién angioedémica.

F.  Terapias de Combinacion

El método de la invencién puede combinarse con métodos conocidos
de tratamiento para el trastorno mediado por IgE, ya sea como pasos de
tratamiento, combinados o adicionales, 0 ya sea como componentes
adicionales de una formulacién terapéutica.

Por ejemplo, antihistaminas, especialmente antihistaminas no sedantes
pueden administrarse antes, previamente a, o en proporcion con los
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anticuerpos anti-IgE de la invencién. Antihistaminas adecuadas incluyen las
de la alquilamina (por ej., clorfeniramina), etanolamina (por éj.,
difenhidramina) y fenotiazina (por ej., prometazina). Aunque muchas
antihistaminas antagonizan los efectos farmacolégicos de la histamina
bloqueando sus sitios de receptor en las células efectoras, otros
medicamentos comunes antihistamina operan bloqueando la liberacion de
histamina de mastocitos que se han sensibilizado y armado con IgE
especifica de alérgeno (por ej., cromolina sddica). Antihistaminas
ejemplares incluyen astemizol, maleato de azatadina, maleato de
brofeniramina, maleato de carbinoxamina, clorhidrato de cetirizina, fumarato
de clemastina, clorhidrato de ciproheptadina, maleato de
dexbromfeniramina, maleato de dexclorfeniramina, dimenhidrinato,
clorhidrato de difenhidramina, succinato de doxilamina, clorhidrato de
fexofendadina, clorhidrato de terfenadina, clorhidrato de hidroxzina,
loratidina, clorhidrato de meclizina, citrato de tripelannamina, clorhidrato de
tripelennamina, clorhidrato de triprolidina.

Sintomas particulares de trastonos mediados por IgE (por ej.,
reacciones de fase temprana) pueden mejorarse con simpatomiméticos o
medicamentos que posean efecto broncodilatador. La epinefrina es un alfay
beta adrenérgico de amplio espectro administrado a menudo por via
subcutinea en una dosis 0.2 - 0.5 mL de solucion acuosa 1:100. Se usa
asimismo una epinefrina de accién mas prolongada (es decir, terbutalina) en
una suspensién 1:200 cuando se desea un efecto de mayor duracién. Otros
beta adrenérgicos apropiados incluyen albuterol, pirbuterol, metaproterenol,
salmeterol, isoetarina y formoterol para administracion por via nasal (por éej.,
nebulizador manual, respirador intermitente de presion positiva, o
inhaladores presurizados de dosis medida) o por via oral.

La broncodilatacién puede lograrse mediante la administracion de
xantinas, especialmente cuando éstas se administran en combinacién con los
medicamentos simpatomiméticos anteriores. Xantinas ejemplares incluyen
aminofilinas (i.v. 250-500 mg) y teofilina (oral, 10-20 ug/ml de

concentracion sérica).
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Otros sintomas de varios trastornos mediados por IgE (por ej.,
reacciones de fase tardia) pueden atenuarse por tratamiento con
glucocorticoides o demds medicamentos que poseen efectos
antinflamatorios. Prednisona (30-60 mg diariamente) se administra
sistemdticamente para ataques graves, mientras que el dipropionato de
beclometasona, acetdnido de triamcinolona y flunisolida se administran en
forma de aerosol como terapia de mantenimiento a largo plazo.
Corticosteroides adicionales que tienen efectos antinflamatorios incluyen:
betametasona, budesonida, dexametasona, acetato de fludrocortisona,
flunisolida, propionato de fluticasona, hidrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona, prednisona, triamcinolona.

Medicamentos antinflamatorios no esteroides que pueden utilizarse
asimismo en combinacién con los métodos terapéuticos de la invencién
incluyen, acetaminofén, aspirina, bromfenac sédico, diclofenac sédico,
diflunisal, etodolac, fenoprofeno calcico, flurbiprofeno, ibuprofeno,
indometacina, cetoprofeno, meclofenamato sdédico, acido mefendmico,
nabumetona, naproxeno, naproxeno sodico, oxifenbutazona, fenilbutazona,
piroxicam, sulindac, tolmetina sédica.

Adicionalmente, el beneficio terapéutico méximo puede lograrse con
la administracibn de descongestionantes (por ej., fenilefrina,
fenilpropanolamina,  pseudoefedrina),  antitusigenos (por ¢j.,
dextrometorfano, codefnea, o hidrocodona) o analgésicos (por ej.,
acetaminofén, aspirina).

La desensibilizacién al alérgeno es una forma de tratamiento en la cual
se inyectan alérgenos al paciente con el fin de reducir o eliminar la respuesta
alérgica. Se conoce asimismo como inmunoterapia de alérgeno,
hiposensibilizacion o terapia de inyeccién de alergia. A menudo se usa en
combinacién con otros tratamientos de alergia, pero no frecuentemente como
tratamiento primario. Se ha utilizado exitosamente cuando es imposible
evitar el alérgeno. Un tratamiento tipico de desensibilizacion al alérgeno
incorpora inyeccién subcuténea de alérgeno estéril en dosis crecientes una o
dos veces a la semana hasta lograr una dosis que produzca un drea local
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pequefia transitoria de inflamacién en el sitio de inyeccion. La dosis se
administra entonces en un programa de mantenimiento una vez cada 24
semanas. Con mucha frecuencia la desensibilizacién alérgica se usa en el
tratamiento de asma alérgica y rinitis alérgica, aunque ha tenido éxito en
tratar anafilaxis. Del mismo modo la desensibilizacion se ha empleadt;
efectivamente mediante el uso de adyuvantes, tales como adyuvante
incompleto de Freund, el cual es una emulsién de antigeno acuoso en aceite
mineral. El efecto fisiolégico crea un depdsito de liquido insoluble, del cual
se liberan gradualmente gotitas de alérgeno. Otra forma de desensibilizacion
al alérgeno es polimerizar alérgenos monoméricos con glutaraldehido para
crear una molécula con alergenicidad relativamente baja (es decir, causa
respuesta alérgica), conservando al mismo tiempo un grado efectivo de
inmunogenicidad.

G. Presentaciones Farmacéuticas:

Las posologias y la concentracién desecada del medicamento de
composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden variar
dependiendo del uso particular previsto. La determinacién de la posologia
apropiada o via de administracion forman parte de las habilidades de un
artesano corriente. Experimentos animales proporcionan una guia confiable
para la determinacion de dosis efectivas para terapia humana. Escalamiento
interspecies de dosis efectivas puede llevarse a cabo siguiendo los principios
sentados por Mordenti, J. and Chappell, W. "The Use of Interspecies Scaling
in Toxicokinetics," In Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobi y
colaboradores, Eds, Pergamon Press, New York 1989, péginas 42-46.

Cuando se emplea la administracién in vivo de los polipéptidos o
anticuerpos descritos aqui, cantidades de posologia normal pueden variar de
alrededor de 10 ng/kg hasta alrededor de 100 mg/kg del peso corporal del
mamifero o méds por dia, preferiblemente alrededor de 1 mg/kg/dia a 10
mg/kg/dia, dependiendo de la via de administracion. En la literatura se dan
guias en cuanto a las posologias y métodos particulares de administracion;
véase, por e¢jemplo, las Patentes de los Estados Unidos No. 4,657,760,



P2026R1 %{“’ ) e

5,206,344; 6 5,225,212, Se encuentra dentro del ambito de la invencién que
diferentes formulaciones serdn efectivas para diferentes tratamientos y
diferentes trastornos, y que la administracién prevista para tratar un érgano o
tejido especificos puede requerir la administracion en una manera diferente
de la de otro érgano o tejido. Mas aln, pueden administrarse posologias
mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusién
continua. Para administraciones repetidas por varios dias o mas,
dependiendo de la condicién, el tratamiento se sostiene hasta cuando ocurra
una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. No obstante,
pueden ser utiles otros regimenes de posologia. La evolucion de esta terapia
se¢ monitorea ficilmente mediante técnicas y andlisis convencionales.

H. Administracion de la Formulacién

Las formulaciones de la presente invencién, incluidas pero no
limitadas a, las formulaciones reconstituidas, se administran a un mamifero
necesitado de tratamiento con la proteina, preferiblemente un humano, de
acuerdo con métodos conocidos, tales como administracién intravenosa
como inyeccidn intravenosa répida ("a bolus") o mediante infusion continusi
por un periodo de tiempo, por vias intramuscular, intraperitoneal,
intracerobrospinal, subcutdnea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral,
tdpica, o inhalacion.

En incorporaciones preferidas, las formulaciones se administran al
mamifero mediante administracion subcutidnea (es decir, debajo de la piel).
Para tales propdésitos, la formulacién puede inyectarse usando una jeringa.
Sin embargo, se encuentran disponibles otros dispositivos para
administracion de la formulacién, tales como dispositivos de inyeccién (por:
ej., los dispositivos Inject-ease™ y Genject™); plumas inyectoras (tales
como la GenPen™); dispositivos auto-inyectores, dispositivos sin aguja (por
¢j., MediJector™ y BioJector™); y sistemas de administracion con parche
subcuténeo. '

En una incorporacién especifica, la presente invencién se dirige a
estuches para una unidad de administracién de dosis Gnica. Tales estuches
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comprenden un envase de una formulacién acuosa de proteina terapéutica o
anticuerpo, incluyendo jeringas pre-llenadas de camara (nica o miltiple.
Jeringas pre-llenadas ejemplares se encuentran a disposicién de Vetter
GmbH, Ravensburg, Alemania.

La posologfa apropiada ("una cantidad terapéuticamente efectiva") de
la proteina dependera, por ejemplo, de la condicién que se va a tratar, la
gravedad y evolucién de la condicién, si la proteina se administra para fines
preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y la
respuesta a la protefna, el tipo de proteina usada, y la discrecién del médico
residente. La proteina se administra convenientemente al paciente de una
sola vez o por una serie de tratamientos y puede administrarse al paciente en
cualquier momento a partir del diagnéstico. La proteina puede administrarse
como el tratamiento Unico o en conjuncion con otros medicamentos o
terapias Gtiles en tratar la condicién en cuestién.

Donde la proteina de eleccion es un anticuerpo, de alrededor de 0.1-20
mg/kg es una posologia candidata inicial para administracion al paciente, ya
sea, por ¢jemplo, por una o mas administraciones separadas. No obstante,
pueden ser ftiles otros regimenes de posologia. La evolucion de esta terapia
se monitorea ficilmente por técnicas convencionales.

Usos de una formulacién anti-IgE (por ef., rhuMADBE-25, thMADE-26,
Hu-901) incluyen el tratamiento o profilaxis de enfermedades alérgicas
mediadas por IgE, infecciones parasitarias, cistitis intersticial y asma, por
ejemplo. Dependiendo de la enfermedad o trastomo por tratar, una cantidad
terapéuticamente efectiva (por e¢j., de alrededor de 1-15 mg/kg) del
anticuerpo anti-IgE se administra al paciente.

L Articulos de Manufactura

En otra incorporacién de la invencion, se provee un articulo de
manufactura que contiene la formulacién y, preferiblemente, ofrece
instrucciones para su uso. El articulo de manufactura comprende un envase.
Envases adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, ampollas (por ej.,-
ampollas de cimara doble), jeringas (tales como jeringas de cdmara dGnica o
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doble) y tubos de prueba. El envase puede formarse de una variedad de
materiales tales como vidrio o pldstico. El envase mantiene la formulacién y
la etiqueta sobre, o asociada con, el envase puede indicar instrucciones para
reconstitucion y/o uso. La etiqueta puede indicar ademads que la formulacién
es Util o estd prevista para administracion subcutinea. El envase que
contiene la formulacion puede ser una ampolla multi-uso, que permite
administraciones repetidas (por ej., de 2-6 administraciones) de la
formulacion reconstituida. El articulo de manufactura puede incluir ademés
un segundo envase que comprenda un diluyente adecuado (por ej., BWFI).
Luego de mezclar el diluyente y la formulacién liofilizada, la concentracién
final de proteina en la formulacién reconstituida seré generalmente por lo
menos 50 mg/ml. El articulo de manufactura puede incluir también otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y prospectos de
envase con instrucciones de uso.

La invencién se entenderd mds completamente por referencia a los
siguientes ejemplos. Estos, sin embargo, no se interpretarin como limitantes
del &mbito de la invencion. Todas las citas de principio a fin de la
divulgacién se incorporan aqui expresamente por referencia.

En otra incorporacidn, la invencion permite un articulo de manufactura
que comprende las formulaciones descritas aqui para administracion en un
dispositivo auto-inyector. Un auto-inyector puede describirse como un
dispositivo de inyeccidon que, con la activacién, entregara su contenido sin
accién necesaria adicional del paciente o administrador. Son particularmente
adecuados para auto-medicacién de formulaciones terapéuticas, cuando la
tasa de administracion tiene que ser constante y el tiempo de administracién

€s mayor gue unos pocos momentos.

EJEMPLO 1

Preparacién de Formulacién Anti-IgE rhuMAbE2S5 ("E25")
Se prepararon formulaciones del anticuerpo monoclonal anti-IgE

rhuMADE25 del Lote residual a granel K9094A E25 (40 mg/ml rhuMAb
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E25, 85 mM trehalosa, S mM histidina, pH 6, 0.01% Tween 20) o
rhuMAbBE25 Q-Pool (5 mg/ml rhuMAb E25, 25 mMTris, 200mMNaCl).

Se prepararon soluciones acuosas de rhuMADBE25 por didlisis en diferentes-
tampones (20 mM His-HCl y 200 mM Arg-HCI, pH 6.0) a 2-8°C usando una
Casete de Didlisi Slide-A-Lyzer (Pierce). En seguida, las muestras se
transfirieron al reservorio de muestras de microconcentradores centrifugos
Centricon-30 (Amicon). Las proteinas se concentraron girando el
concentrador Centricon-3 a 4000-5000 g hasta que se logré la concentracion
de proteina deseada.

Las muestras se concentraron entonces a ~150 mg/ml de rhuMAb E25
usando ultrafiltracion. Se agregdé Tween 20 a cada preparacion a una
concentracion final de 0.02%. Todas las formulaciones se filtraron, se
envasaron asépticamente en ampollas FormaVitrum de 3 cm’ y se cerraron
con tapones 13-mM Diakyo en una sala Class 100.

EJEMPLO 2
Método y Materiales:

Estudios de Estabilidad: Todas las formulaciones se envasaron a 1 ml en
ampollas de vidrio FormaVitrum de 3 cm® y se cerraron con tapones 13-mm
Diakyo en una secuencia de llenado estéril Class 100. Las ampollas se
pusieron a -70, 2-8, 15, 30 y 40°C en envases impenetrables a la luz,

Estudio de Agitacién: Alicuotas de la formulacion se pusieron en las
ampollas de vidrio. Las ampollas de agitaron horizontalmente en Glas-Col
Bench Top Shaker a temperatura de la sala. El agitador se ajust6 a 70 con
una longitud de brazo de 30 cm (méximo). Luego de la agitacion, las
muestras se inspeccionaron y analizaron de acuerdo con el siguiente
protocolo.
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Estudio de Congelamiento-Descongelamiento: Muestras de E25 se
sometieron a tres ciclos de congelamiento-descongelamiento. Cada ciclo
consistia de congelamiento a -70°C de un dia para otro y, posteriormente,
descongelamiento a temperatura de la sala por alrededor de una hora. Luego
de cada ciclo, las muestras se inspeccionaron visualmente usando una caja
luminosa para evaluar el color y claridad del liquido. La turbiedad y
agregados solubles se midieron siguiendo el protocolo descrito a

continuacion.

Métodos Analiticoa: Muestras de estabilidad se analizaron por los métodos
bosquejados en Tabla 1

Tabla 1: Métodos Analiticos

Andlisis Propésito

Color, Claridad, Apariencia® Inspeccién visual de las formulaciones
liquidas

Cromatografia de Exclusion de Mide % de monémero, agregados

Tamaiio (SEC)" solubles y componentes de bajo peso
molecular

Cromatografia de Interaccién Mide el nivel de isomerizacién Asp-32

Hidréfoba (HIC)® y tiol libre

UV Spec Scan (Gravimétrico)’ Mide la concentracién de la proteina

Turbiedad (OD medio 340-360 nm)" [Mide los agregados solubles e
insolubles

Actividad® Determina la actividad de union de
anti-IgE

* Aceptacidén de Color, Apariencia y Claridad:

El color, apariencia y claridad de la muestra se evaluaron visualmente contra
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el fondo blanco y negro de la inspeccion y se compararon con un volumen
igual de control negativo. Las muestras deben centrifugarse cuidadosamente
para garantizar una mezcla homogénea, pero no tan vigorosamente como
para crear burbujas de aire.

b Cromatografia de Exclusion de Tamailo:

Se utiliz6 una columna TSK SUPER SW3000 (4.6 x 300 mm) en un sistema
de cromatografia HP 1100. La columna se cargd con 20 ug de proteina y se
eluyé en 0.1 M de fosfato de potasio, pH 6.8. La muestra se midié a 280 nm
por un detector UV,

¢ Cromatografia de Interaccién Hidréfoba (HIC):

Los experimentos HIC se llevaron a cabo usando una columna TSK
Phenyl-5PW (7.5 x 75 mm) (TosoHaas) en un sistema de cromatografia
liquida HP 1100. La columna se cargé con 28 pg de fragmentos Fab
digeridos con papaina y se eluyd con una gradiente de concentracién de
sulfato de amonio en tampén 20 mM Tris de 2 M a 0 M. Los picos se
monitorearon a 210 nm por un detector UV.

? Turbiedad: ,
La turbiedad de las muestras se determiné en una cubeta de longitud de paso

de 1 cm usando un espectrémetro HP. La turbiedad se calculé como la
absorbencia promedio de 340-360 nm.

° La actividad del anticuerpo monoclonal anti-IgE se determiné por un
andlisis de inhibicién de unidén a receptor. Las muestras se diluyeron para
estar en el margen de la curva estindar de 100 y 1.56 pg/ml en un diluyente
de anélisis que contenia tampon de fosfato, 0.5% BSA, 0.05% polisorbato
20, 0.01% thimerosol. Una placa de microconcentracién se recubrié con
receptor IgE, luego se incubd con la IgE-biotina y se diluyé la muestra
anti-IgE. La cantidad de IgE-biotina unida al receptor que se correlacioné
con actividad de anticuerpo monoclonal anti-IgE se midié usando



P2026R1

2K

estreptavidina-HRP. Los datos se analizaron usando un programa de gjuste
de curva logistica de 4 pardmetros.

f La concentracién de anticuerpo se obtuvo en un espectrofotémetro de
arreglo de diodos Hewlett Packard 8453 con un cubetero de cuarzo de 1cm.
La concentracién se calculé usando una capacidad de absorcién de 1.5 cm™

(mg/ml).”

Sumario de Formulaciones Liquidas

Formulaciones Mirgenes de Tampén/Mérgenes |Excipientes/
Proteina Mirgenes
80 mg/ml E25 40-150 mg/ml  |Mérgenes His-HCI|Mérgenes de Azlcar
6 His- Trehalosa
50 mM Histidina-HCl Acetato: o Sacarosa: 20
150 mM Trehalosa 10 mM - mM -350 mM
0.05% Polisorbato 20 100 mM Polisorbato: 0.01%-
pH6.0 0.1%
150 mg/ml E25  |40-260 mg/ml  {Mérgenes His-HCIl|{Mérgenes ArgHCI: 50
20 mM Histidina-HCI o His mM -200 mM
200 mM ArgHCI Acetato: 10 mM - |Polisorbato: 0.01%-
0.02% Polsorbato 20 100 mM 0.1%
pH 6.0

Datos de Estabilidad para 150 mg/ml E25 en Formulacién Histidina ArgHCI

Temp.| Tiempo SEC* HIC® . . d
(°C). (meses) Visual | PH % % de | Potencia® | Turbiedad
Monémero| Ppal
0 Acept. | 62 | 99.0 64 106 0.25
1 Acept. | 60 | 992 63 100 0.27
3 3 Acept. | 6.0 | 993 63 111 0.25°
16 | Acept. | 6.0 | 989 62 83 0.27
1 Acept. | 5.9 [98.4397.53] 54 01 0.25
30 3 Acept. | 6.1 | 9063 | 42 65 0.30
16 | Acept. | 6.0 19 28 0.54

Datos de Estabilidad para 80 mg/ml E25 en Formulacién de Histidina y

Trehalosa
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Temp.| Tiem SEC* | HIC’
(°c;" (mm‘;‘; Visual |PH| % % | Potencia® [ Turbiedad®
Monémero| Pp :
0 Acept. | 5.7 99.1 64 100 0.20
1 Acept. | 5.8 98.7 63 92 0.20
5 3 Acept. | 5.7 98.8 63 124 0.20
6 Acept. | 5.7 99.1 63 97 0.21
14 Acept. | 5.7 99.0 62 83 0.21
24 Acept. | 5.7 98.8 62 84 0.20
1 Acept. | 5.8 98.7 55 77 0.20
30 3 Acept. | 5.7 97.4 41 76 0.29
6 Acept. | 5.8 95.5 31 48 0.38
14 Acept. | 5.7 93.1 22 30 0.48
a. Cromatografia de exclusién de tamafio para medir agregados solubles
y fragmentos
b. Cromatografia de ‘interaccién hidrofoba para E25 digerida con
papaina.
c. Anadlisis de inhibicion de unién de receptor IgE
d. OD medio (340-360 nm)
Estudio de Agitacién:
TO Agitacién luego de 3 dias
SEC SEC
Formulacién| Visual (% Monémero) Turbiedad | Visual . (% Turbiedad
onémero)
1 |Acept. 995 0.18 [Acept. 993 0.18
2 Acept.  99.0 019 [Acept. 994 0.19

Formulacién 1:156 mg/ml E25, 200 mM ArgCl, 23 mM His, 0.02 % T20
Formulacién 2: 150 mg/ml E25, 182 mM ArgCl, 20 mM His, 0.02 % T20
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Estudio Congelamiento-Descongelamiento:

tfi*’-""us

TO Luego del 1* Ciclo Luego del 3* Cielo
Formulacién| Visual SEC Turbiedad | Visual SEC Turbiedad | Visual SEC . Turbiedad
% % %
Mondémero Mondmero Mondmero
1 Acept. 995 0.183 |Acept. 993 0.17 |[Acept. 994 0.17
2 Acept. 99.0 0.19 Acept. 992 0.19 Acept. 992 0.18

Formulacién 1: 156 mg/ml E25, 200 mM ArgCl, 23 mM His, 0.02 % T20
Formulacion 2: 150 mg/ml E25, 182 mM ArgCl, 20 mM His, 0.02 % T20

EJEMPLO 3

Muestras de las formulaciones liquidas de anticuerpo monoclonal
anti-IgE (E26) se prepararon e tampones 20 mM y luego se almacenaron a
30°C y 40 °C. La estabilidad de E26 se determind por cromatografia y
mediciones de actividad. La cromatografia de exclusién de tamailo se usé
para determinar los agregados solubles, y la cromatografia de interaccién
hidréfoba de la muestra digerida con pepsina se usd para medir la
isomerizacién. La actividad de la muestra se monitored usando un analisis de
inhibicién de 1a uni6én del receptor IgE. Como se muestra en Figura 1,2y 3,
la degradacién de E26 es altamente dependiente del pH de los tampones. El
E26 parece ser muy estable al rededor de pH 6.0.

EJEMPLO 4

La formulacién de particulado es uno de los retos principales en la
elaboracién de una formulacién liquida de aita concentracién, ya que éste
aumenta habitualmente con el incremento de la concentracién de proteina
bajo las condiciones acentuadas. Figura 4 muestra el resultado del estudio de
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agitacion para un formulacién liquida de E26 concentrado. La formulacién
se preparé en 20 mM succinato, 192 mM trehalosa a pH 6.0 con diferente
concentracion de polisorbato 20. La formulacién de particulado se
monitored por medicién de la turbiedad. El resultado muestra que la
turbiedad de la solucién de E26 aumenta con el tiempo de agitacién. La
adicién de por lo menos 0.01% de polisorbato es esencial para reducir la
formulacion de particulado bajo la condicion acentuada. Se observaron

también resultados similares para la formulacién liquida de E25 concentrado.
EJEMPLO 5

Figura 5 muestra la formulacién liquida de 150 mg/ml E25 preparado
por reconstitucién de E25 liofilizado. El incremento de la concentracién de
sal inhibe la formacién de particulado reversible y resulta en la reduccién de
la lectura de turbiedad. Entre todas las sales analizadas, la formulacién con
Arg-HCI parece tener la turbiedad minima. El efecto de la concentracién de
la sal en disminuir la lectura de la turbiedad se habia observado igualmente
para E25 preparado usando un proceso TFF.

EJEMPLO 6

La formulacién liquida de E25 en la presencia de ArgHCI parece tener
asimismo una mejor estabilidad que otras formulaciones liquidas. Figura 6y
7 muestran el estudio de estabilidad de E25 a 150 mg/ml en formulaciones
liquidas que contienen ArgHCI, CaCl, y MgCl,. Para la formulacién liquida
que contiene ArgHCl con o sin sacarosa, hay poca diferencia en su
estabilidad en términos de turbiedad, isomerizacién y fragmentacién. Las
formulaciones liquidas que contienen ArgHCl son mis estables que la
formulacién que contiene MgCl, y CaCl,.
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Figura 8 muestra los resultados de un estudio de estabilidad de
formulacién liquida de E25 con formulaciones de acetato e histidina. La

EJEMPLO 7

formulacién con histidina tiene un pH mayor que la formulacion de acetato.
Los resultados mostraron claramente que los E25 en una formulacion liquida
de histidina, ArgHCI son mads estables que bajo otras condiciones.

EJEMPLO S

La alta concentracién de E25 puede formar un gel sélido en la
presencia de ciertos iones, tales como citrato, succinato y sulfato (Tabla I),
particularmente a una temperatura de almacenamiento de 2-8 °C. Usar HCI
de arginina como un excipiente nos permite formular E25 hasta més de 200
mg/ml sin gel o formacién de precipitado.
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Tabla 1: Efecto de varios excipientes sobre la congelacion de E25 a

125 mg/ml, pH
~6.0
Excipiente | Concentracidn Preparacion Turbledad Concentracion Apariencia
del Excipiente ald Anticuerpo Visual
MM (340-360 mg/ml
nm)
SWFI LioRecon 0.21 125 Clara
NeCl 188 LioRecon 0.25 125 Clara
Succinato 94 LioRecon (.31 125 Gel
Succinato 19 LioRecon 0.28 125 Gel
Citrato 188 Lio Recon Pendiente 125 Gel
Citrato 19 Lio Recon Pendiente 125 Gel
Na,SO; | Pendiente LioRecon Pendiente 125 Gel
Na;SO; | Pendiente Lio Recon Pendiente 125 Opalescente
Fosfato | Pendiente Lio Recon Pendiente 125 Opalescente
Acetato 188 Lio Recon Pendiente 125 Clara
Acetato 94 Lio Recon Pendiente 125 Clara
Acetato 19 Lio Recon Pendiente 125 Clara
Histidina 94 LioRecon 0.19 125 Clara
Histidina 47 LioRecon 0.24 125 Clara
Arginina- 150 LioRecon  0.25 137 Clara
HCI
Arginina- 200 TFF 0.19 162 Clara
HCI
Arginina- 150 LioRecon  0.27 137 Gel
SO,
CaCl; 125 TFF 0.32 147 Clara,
MgCl; 125 TFF 0.48 147 Opalescente
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EJEMPLO 9
Expresion de proteina o anticuerpo en E. coli

Este ejemplo ilustra 1a preparacion de una forma no glicosilada de una
proteina o anticuerpo deseados por expresion recombinante en E. coli.

La secuencia de ADN que codifica la proteina o anticuerpo deseados
se amplifica inicialmente usando cebadores PCR seleccionados. Los
cebadores deben contener sitios de enzima de restriccion que correspondan a
los sitios de enzima de restriccion en el vector de expresién seleccionado.
Puede emplearse una variedad de vectores de expresion. Un ejemplo de un
vector apropiado es pBR322 (derivado de E. coli; véase Bolivar y
colaboradores, Gene, 2:95 (1977)), que contiene genes para resistencia a la
ampicilina y la tetraciclinae. El vector se digiere con enzima de restriccion y
se desfosforila. Las secuencias amplificadas con PCR se ligan entonces en el
vector. El vector incluira preferiblemente secuencias que codifican para un
gen de resistencia a los antibiéticos, un promotor trp, un lider polyhis
(incluidos los primeros seis codones STII, secuencia polyhis, y sitio de
segmentacién de enterocinasa), la regién codificadora de la proteina o
anticuerpo deseados, terminado de transcripcion lambda, y un gen argU.
Adicionalmente, el vector puede incluir por lo menos porciones no
insignificantes de las secciones 5' y 3' no traducidas del icido nucleico de
secuencia nativa que codifica la proteina o anticuerpo deseados.

La mezcla de ligacién se emplea entonces para transformar una cepa
de E. coli seleccionada usando los métodos descritos en Sambrook y
colaboradores, més arriba. Los transformantes se identifican por su
capacidad de crecer en placas LB, y a continuacion se seleccionan colonias
resistentes a los antibiéticos. El ADN pldsmido puede aislarse y confirmarse
por andlisis de restriccién y secuenciacién de ADN.

Clones seleccionados pueden cultivarse de un dfa para otro en
medio de cultivo liquido tal como caldo LB suplementado con antibiéticos.
El cultivo de un dia para otro puede usarse posteriormente para inocular un

cultivo a mayor escala. Las células se cultivan entonces a una densidad
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Optica deseada, por la cual el promotor de expresién se activa.

Luego de cultivar las células por varias horas mds, las células pueden
recogerse mediante centrifugacion. La mini-esfera de células obtenida por la
centrifugacion puede solubilizarse usando varios agentes conocidos en el
arte, y la proteina o anticuerpo solubilizados deseados pueden purificarse
entonces usando una columna quelante de metal bajo condiciones que
permiten una union estrecha de la proteina o anticuerpo solubilizados.

La proteina o anticuerpo deseados pueden expresarse en £. coli en una
forma etiquetada con poly-His, usando el siguiente procedimiento. El ADN
que codifica la proteina o anticuerpo deseados se amplifica inicialmente
usando cebadores de PCR seleccionados. Los cebadores contendran sitios de
enzima de restriccién que corresponden a los sitios de enzima de restriccién
en el vector de expresién seleccionado, y otras secuencias dtiles que permiten
una iniciacién de traduccion eficiente y confiable, purificacion rdpida en una
columna de quelacién de metal, y eliminacion proteolitica con enterocinasa.
Las secuencias amplificadas con PCR, etiquetadas con poly-His se ligan
entonces en un vector de expresién, el cual se usa para transformar un
huésped E. coli basado en la cepa 52 (W3110 fuhA(tonA) Ion galE
rpoHts(htpRts) clpP(laclq). Los transformantes se cultivan primero en LB
que contiene 50 mg/ml de carbenicilina a 30EC con agitacién hasta que se
alcance un O.D.600 de 3-5. A continuacién los cultivos se diluyen 50-100
veces en medio CRAP (preparado mezclando 3.57 g (NH4)»:SO4, 0.71 g de
citrato de sodio 2H20, 1.07 g KCl, 5.36 g de extracto de levadura Difco, 5.36
g Sheffield hycase SF en 500 mL agua, asf como 110 mM MPOS, pH 7.3,
0.55% (p/v) glucosa y 7 mM MgSOy) y se cultivaron por aproximadamente
20-30 horas a 30EC con agitacién. Las muestras se retiran para verificar la
expresion por anilisis SDS-PAGE, y el grueso del cultivo se centrifugé para
peletizar las células. Las microesferas de células se congelan hasta la
purificacién y el replegamiento.

Pasta de E. coli de fermentaciones 0.5 a 1 L (microesferas de 6-10 g) se
re-suspende en 10 voliimenes (p/v) en 7 M guanidina, 20 mM Tris, tampén
pH 8. Se agregan sulfito de sodio sélido y tetrationato de sodio para preparar



P2026R1

concentraciones finales de 0.1 M y 0.02 M, respectivamente, y la solucion se
agita de un dia para otro a 4EC. Este paso resulta en una proteina
desnaturalizada con todos los residuos de cisteina bloqueados por sulfitacién.
La solucion se centrifuga a 40,000 rpm en una Ultracentrifuga Beckman por
30 minutos. El sobrenadante se diluye con 3-5 volimenes de tampdn de
columna de quelado de metal (6 M guanidina, 20 mM Tris, pH 7.4) y se filtra
a través de filtros de 0.22 micrones para clarificarla. El extracto clarificado
se carga en una columna de quelado de 5 ml Qiagen Ni-NTA equilibrada en
el tamp6n de columna de quelado de metal. La columna se lava con tampdn
adicional que contiene 50 mM de imidazol (Calbiochem, grado Utrol), pH
7.4. La proteina se eluye con tampdén que contiene 250 mM imidazol.
Fracciones que contienen la proteina deseada se agrupan y se almacenan a
4EC. La concentracién de proteina se estima por su absorbencia a 280 nm
usando el coeficiente de extincidn calculada, basada en su secuencia de
aminodacidos.

Las proteinas se repliegan diluyendo la muestra lentamente en tampon
de replegamiento recién preparado compuesto de: 20 mM Tris, pH 8.6, 0.3 M
NaCl, 2.5 M urea, 5 mM cisteina, 20 mM glicina y 1 mM EDTA. Se eligen
volimenes de replegamiento, de modo que la concentracion final de proteina
esté entre 50 a 100 microgramos/ml. La solucién de replegamiento se agita
suavemente a 4EC por 12-36 horas. La reacciéon de replegamiento se
atempera con la adicién de TFA a una concentracién final de 0.4% (pH de
aproximadamente 3). Antes de una posterior purificacion de la proteina, la
solucién se filtra a través de un filtro de 0.22 micrones y se afiade acetonitrilo
a una concentracion final de 2-10%. La proteina replegada se cromatografia
en una columna de fase reversa Poros R1/H usando un tampdén mévil de 0.1%
TFA con elucién con una gradiente de acetonitrilo de 10 a 80%. Alicuotas de
fracciones con absorbencia A280 se analizan en geles de poliacrilamida SDS
y se agrupan fracciones que contengan proteina replegada homogénea.
Generalmente, la especie apropiadamente replegada de la mayoria de las
proteina se eluyen con las concentraciones minimas de acetonitrilo, ya que

esas especies son las mis compactas, sin sus interiores hidrofobos



P2026R1

protegidos de la interaccién con la resina de fase reversa. Usualmente las
especies agregadas se eluyen con concentraciones més elevadas de
acetonitrilo. Ademés de separar las formas mal plegadas de proteinas de la
forma deseada, el paso de fase reversa retira también endotoxina de las
muestras.

Fracciones que contienen la proteina o anticuerpo deseados replegados
se agrupan, y se retira el acetonitrilo usando una corriente suave de nitrégeno
dirigida a la solucion. Las protefnas se formulan en 20 mM Hepes, pH 6.8
con 0.14 M de cloruro de sodio y 4% mannitol mediante didlisis o filtracién
en gel usando resinas G25 Superfine (Pharmacia) equilibradas en el tampén
de formulacidn y se filtran esterilizadamente.

EJEMPLO 10
Expresién de proteina o anticuerpo en células mamiferas

Este ejemplo ilustra la preparacién de formas potencialmente
glicosiladas de la proteina o anticuerpo descados por expresion recombinante
en células mamiferas.

El vector, pRKS (véase EP 307, 247, publicada el 15 de marzo de
1989), se emplea como el vector de expresién. Opcionalmente, ADN que
codifica la proteina o anticuerpo deseados se liga en pRK5 con enzimas de
restriccion seleccionadas para permitir la de tal ADN usando métodos de
ligaci6n tales como los descritos en Sambrook y colaboradores, més arriba

En una incorporacién, las células huéspedes seleccionadas pueden ser
células 293. Las células 293 humanas (ATCC CCL 1573) se cultivan a
confluencia en placas de cultivo de tejido en un medio tal como DMEM
suplementado con suero fetal bovino y, opcionalmente, componentes
nutrientes y/o antibidticos. Alrededor de 10 pg de ADN que codifica la
proteina o anticuerpo deseados, ligados en pRKS, se mezclan con alrededor
de 1 pug de ADN que codifica el gen ARN VA [Thimmappaya y
colaboradores, Cell, 31.:543 (1982)] y se disuelve en 500 pul de 1 mM
Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 0.227 M CaCl,. A esta mezcla se agrega, gota a

2L
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gota, 500 ul de 50 mM HEPES (pH 7.35), 280 mM NeaCl, 1.5 mM NaPO,, y
se deja formar un precipitado por 10 minutos a 25°C. El precipitado se
suspende y se agrega a las células 293 y se deja sedimentar por alrededor de
cuatro horas a 37°C. Se aspira el medio de cultivo y se agregan 2 ml de
glicerina al 20% en PBS por 30 segundos. Las células 293 se lavan entonces
con medio libre de suero, se afiade medio fresco y las células se incuban por
alrededor de 5 dias.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, el medio de
cultivo se retira y reemplaza con medio de cultivo (solo) o medio de cultivo
que contiene 200 pCi/ml **S-cisteina y 200 pC¥/m! **S-metionina. Luego de
12 horas de incubacién, se recoge el medio acondicionado, se concentra en
un filtro de espin, y se carga en un gel SDS al 15%. El gel procesado puede
secarse y exponerse a pelicula por un periodo seleccionado de tiempo para
revelar la presencia de la proteina o anticuerpo deseados. Los cultivos que
contienen células transfectadas puede someterse a posterior incubacién (en
medio libre de suero) y el medio se prueba en bioanilisis seleccionados.

En una técnica alternativa, la proteina o anticuerpo deseado pueden
introducirse en células 293 transitoriamente usando el método de sulfato de
dextrano descrito por Somparyrac y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci.,
12:7575 (1981). Células 293 se cultivan a densidad méxima en un matraz
giratorio y se agregan 700 pug de ADN que codifica la proteina o anticuerpo
deseados, ligados en pRKS. Las células se concentran primero del matraz
giratorio mediante centrifugacion y se lavan con PBS. El precipitado
ADN-dextrano se incuba en la microesfera de células por cuatro horas. Las
células se tratan con glicerina al 20% por 90 segundos, se lavan con medio de
cultivo de tejido, y se re-introducen en el matraz giratorio que contiene media
de cultivo de tejido, 5 pg/ml de insulina bovina y 0.1 pg/ml de transferrina
bovina. Después de alrededor de cuatro dias, el medio acondicionado se
centrifuga y se filtra para retirar células y desechos. La muestra que contiene
la proteina o anticuerpo expresados deseados puede concentrarse y
purificarse entonces por cualquier método seleccionado, tal como diélisis y/o

cromatografia de columna.
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En otra incorporacién, la proteina o anticuerpo deseados pueden
expresarse en células CHO. El ADN que codifica la proteina o anticuerpo
deseados, ligados en pRKS, puede transfectarse en células CHO usando
reactivos conocidos tales como CaPQ, 6 DEAE-dextrano. Como se describe
maés arriba, los cultivos de células pueden incubarse, y reemplazarse el medio
con medio de cultivo (solo) o medio que contenga un radiomarcador tal como
33S-metionina. Luego de determinar la presencia de la proteina o anticuerpo
deseados, el medio de cultivo puede reemplazarse con medio libre de suero.
Preferiblemente, los cultivos se incuban por alrededor de 6 dfas, y luego se
recoge el medio acondicionado. El medio que contienen la proteina o
anticuerpo deseados expresados puede concentrarse y purificarse entonces
por cualquier método seleccionado.

Variantes marcadas con epitopo de la proteina o anticuerpo deseados
pueden expresarse igualmente en células CHO. El ADN que codifica la
proteina o anticuerpo deseados, ligados en pRKS, puede subclonarse del
vector pRKS. El inserto del subclon puede someterse a PCR para fusionar
sin cambio en la fase de lectura, con una marca de epitopo seleccionado, tal
como una etiqueta poly-his en un vector de expresién de Baculovirus. El
ADN etiquetado con poly-his que codifica el inserto de la proteina o
anticuerpo deseados puede entonces subclonarse en un vector inducido por
SV40 que contiene un marcador de seleccion tal como DHFR para seleccién
de clones estables. Finalmente, las células CHO pueden transfectarse (comc;
se describe anteriormente) con el vector inducido por SV40. La marcacién
puede realizarse, como ya se describi6, para verificar la expresion. El medio
de cultivo que contiene la proteina o anticuerpo deseados expresados,
etiquetados con poly-His, puede entonces concentrarse y purificarse por
cualquier método seleccionado, tal como por cromatografia de afinidad con
quelado Ni*",

La proteina o anticuerpo deseados puede expresarse también en
células CHO y/o COS por un procedimiento de expresion transitoria o en
células CHO por otro procedimiento de expresién estable. '

La expresiéon estable en células CHO se lleva a cabo usando el
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siguiente procedimiento. Las proteinas se expresan como constructo de IgG
(inmunoadhesina), en el cual las secuencias codificadoras para las formas
solubles (por ej., dominios extracelulares) de las proteinas respectivas se
fusionan a una secuencia de regién constante IgG1 que contiene la unién
flexible, los dominios CH2 y CH2 y/o es una forma etiquetada con poly-His.

Luego de la amplificacién PCR, los ADNS respectivos se subclonan en
un factor de expresion CHO usando técnicas estdndar como se describe en
Ausubel y colaboradores, Current Protocols of Molecular Biology, Unit
3.16, John Wiley and Sons (1997). Los vectores de expresion CHO se
construyen para que tengan sitios de restriccién compatibles 5= y 3= del
ADN de interéds para permitir el lanzamiento/transporte conveniente
("convenient shutiling') de cADN=s. EIl vector usd expresién en células
CHO como se describe en Lucas y colaboradores, Nucl. Acids Res. 24:9
(1774-1779 (1996), y utiliza el intensificador/promotor temprano SV40 para
guiar la expresién del cADN de interés y dihidrofolato reductasa (DHFR).
La expresiéon de DHFR permite la seleccién para mantenimiento estable del
plasmido luego de la transfeccion.

Doce microgramos del ADN pliasmido deseado se introducen en
aproximadamente 10 millones de células CHO usando reactivos de
transfeccién disponibles en el comercio Superfect’ (Quiagen), Dosper’ o
Fugene’ (Boehringer Mannheim). Las células se cultivan como se describe
en Lucas y colaboradores, més arriba. Aproximadamente 3 x 107 células se
congelan en una ampolleta para crecimiento y produccién posterior como se
describe a continuacién.

Las ampolletas que contienen el ADN plasmido se descongelan
poniéndolas en bafio marfa y se mezclan por efecto remolino. Los contenidos
se dosifican con pipeta en un tubo de centrifugacién que contiene 10 mLs de
medio y se centrifuga a 1000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se aspiray
las células se re-suspenden en 10 mL de medio selectivo (PS20 filtrado 0.2
®m con suero bovino fetal al 5% diafiltrado 0.2 ®m). Las células se reparten
entonces en alicuotas en una centrifugadora ("spinner”) de 100 mL que
contiene 90 mL de medio selectivo. Después de 1-2 dias, las células se
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transfieren en una centrifugadora de 250 mL llenada con 150 mL de medio de
crecimiento selectivo y se incuban a 37°C. Luego de otros 2-3 dias, se
siembran centrifugadoras de 250 mL, 500 mL y 2000 mL con 3 x lO"’_
células/mL. Se cambia el medio de las células con medio fresco por
centrifugacién y re-suspensién en medio de produccion. Aunque puede
emplearse cualquier medio CHO apropiado, de hecho puede utilizarse un
medio de produccion descrito en la Patente de los Estados Unidos No.
5,122,469, expedida el 16 de junio de 1992. Un centrifugadora de
produccién de 3L se siembra con 1.2 x 10° células/mL. El dia 0, se determina
el nimero de células y el pH. El dia 1, se extraen muestras de la
centrifugadora y se inicia la aspersion con aire filtrado. El dia 2, se extraen
muestras de la centrifugadora, se cambia la temperatura a 33°C, y se toman
30 mL de 500 g/L glucosa y 0.6 mL de 10% anti-espumante (por ej.,
emulsién de poliidimetilsiloxana al 35%, Emulsién Grado Médico Dow
Coming 365). De principio a fin de la produccidn, se ajusta el pH segin sea
necesario para mantenerlo alrededor de 7.2. Después de 10, o hasta que la
viabilidad cayera por debajo de 70%, se recoge el cultivo de células por
centrifugacion y filtracién a través de un filtro 0.22 ®m. El filtrado se
almacené a 4°C o se cargd inmediatamente en columnas para purificacién.

Para los constructos etiquetados con poly-His, las proteinas se
purifican usando una columna Ni-NTA (Qiagen). Antes de la purificacidn,
se agrega imidazol al medio acondicionado a una concentraciéon de 5 mM. El
medio acondicionado se bombea a una columna Ni-NTA de 6 ml equilibrada
a 4°C, en 20 mM Hepes, pH 7.4, tamp6n que contiene 0.3 M NaCl y 5 mM
imidazol a una rata de flujo de 4-5 ml/minuto. Luego de cargarla, la columna
se lava con més tampén de equilibrio y la proteina se eluye con tampén de
equilibrio que contiene 0.25 M de imidazol. La proteina altamente purificada
se desaliniza posteriormente en un tamp6n de almacenamiento que contiene
10 mM Hepes, 0.14 M NaCl y 4% mannitol, pH 6.8, con una columna G25
Superfine (Pharmacia) de 25 ml y se almacena a -80°C.

Constructos de inmunoadhesina (que contiene Fc) se purifican del

medio acondicionado en la siguiente forma. El medio acondicionado se
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bombea a una columna Proteina A (Pharmacia) de 5 ml, que se ha
equilibrado en 20 mM de tampdn de fosfato de sodio, pH 6.8. Luego de
cargarla, la columna se lava extensivamente con tampén de equilibrio antes
de la elucién con 100 mM de 4cido citrico, pH 3.5. La proteina eluida se
neutraliza inmediatamente recolectando fracciones de 1 ml en tubos que
contienen 275 ®L de 1 M de tampén Tris, pH 9. La proteina altamente
purificada se desaliniza seguidamente en tampén de almacenamiento como
se describe mis arriba para las proteinas etiquetadas con poly-His. Se evalia
la homogeneidad mediante geles de poliacrilamida SDS y mediante
secuenciamiento de aminodcido N-terminal por degradacién de Edman.

EJEMPLO 11
Expresion de proteinas o anticuerpos en levadura

El siguiente método describe la expresion recombinante de la proteina
o anticuerpo deseados en levadura.

Primeramente, se construyen vectores de expresidn de levadura para la
produccidn o secrecion intracelular de la proteina o anticuerpo deseados 2
partir del promotor ADH2/GAPDH. ADN que codifica la proteina o
anticuerpo deseados y el promotor se insertan en sitios apropiados de enzima
de restriccion en el pldsmido seleccionado, con el fin de dirigir la expresién
intracelular. Para la secrecién, el ADN que codifica la proteina o anticuerpo
deseados puede clonarse en el plasmido seleccionado, junto con ADN que
codifica el promotor ADH2/GAPDH, un péptido de sefial nativo u otro
péptido de sefial mamifero, o, por ejemplo, un factor alfa de levadura o
secuencia lider/sefial secretora de invertasa, y secuencias enlazantes (si es
necesario) para expresion de la protefna o anticuerpo deseados.

Células de levadura, tales como cepa de levadura AB110, pueden
transformarse entonces con los plasmidos de expresion descritos mas arriba y
cultivados en medio seleccionado de fermentacién. Los sobrenadantes de
levadura transformada pueden analizarse por precipitacion con écido
tricloroacético al 10% y separacién por SDS-PAGE, seguido por tincién de

los geles con tintura Coomassie Blue.
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La proteina o anticuerpo recombinantes pueden aislarse
posteriormente y purificarse retirando las células de levadura del medio de
fermentacién por centrifugacién y luego concentrando el medio usando
filtros de cartucho seleccionados. El concentrado que contiene la proteina o
anticuerpo recombinante puede purificarse ain méas usando resinas
seleccionadas de cromatografia de columna.

EJEMPLO 12
Expresién de la Proteina o anticuerpo en Células de Insecto Infectadas con
Baculovirus

El siguiente método describe la expresién recombinante de la proteina
o anticuerpo en cé€lulas de insecto infectadas con Baculovirus.

La secuencia que codifica para la proteina o anticuerpo deseados se
fusiona corriente arriba de una marca de epitopo contenida en un vector de
expresiéon de baculovirus. Tales etiquetas de epitopo incluyen etiquetas
poly-his y etiquetas de inmunoglobulina (como regiones Fc de IgG). Puede
emplearse una variedad de pldsmidos, incluidos plasmidos derivados de
plasmidos disponibles en el comercio, tales como pVL1393 (Novagen).
Concretamente, la secuencia que codifica la porcién deseada de la proteina o
anticuerpo, tal como la secuencia que codifica el dominio extracelular de una
protefna de transmembrana o las secuencias que codifican la proteind
madura, si la proteina extracelular se amplifica por PCR con cebadores
complementarios a las regiones 5'y 3'. El cebador 5' puede incorporar sitios
flanqueantes (seleccionados) de enzima de restriccion. El producto se
digiere luego con aquellas enzimas seleccionadas de restriccién y se subclona
en el vector de expresion.

Baculovirus recombinante se genera por co-transfeccion del plasmido
anterior y ADN de virus BaculoGold™ (Pharmingen) en células de
Spodoptera frugiperda ("Sf9") (ATCC CRL 1711) usando lipofectina
(obtenible comercialmente de GIBCO-BRL). Después de 4-5 dfas de
incubacién a 28°C, los virus liberados se recogen y se emplean para

amplificaciones posteriores. La infecci6n virica y la expresion de protefnas
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se llevan a cabo como se describe por OReilley y colaboradores,
Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford
University Press (1994).

La proteina o anticuerpo etiquetados con poly-his, expresados, pueden
purificarse entonces, por e¢jemplo, por cromatografia de afinidad de quelado
Ni** en la siguiente forma. Los extractos se preparan de células S
infectadas con virus recombinante como se describe por Rupert y
colaboradores, Nature, 362:175-179 (1993). Concretamente, células Sf9 se
lavan, se re-suspenden en tampén de sonicacion (25 mL Hepes, pH 7.9; 12.5
mM MgCl;; 0.1 mM EDTA,; glicerina 10%; 0.1% NP-40; 0.4 M KC1), y se
sonican dos veces por 20 segundos en hielo. Se depuran los sonicados por
centrifugacion, y el sobrenadante se diluye S0 veces en tampon de carga (50
mM fosfato, 300 mM NaCl, glicerina 10%, pH 7.8) y se filtran a través de un
filtro 0.45 ®m. Se prepara una columna de Ni**-NTA agarosa (disponible
comercialmente de Qiagen) con un volumen de lecho de 5 mL, se lava con 25
mL de agua y se equilibra con 25 mL de tampén de carga. El extracto de
células filtradas se carga en la columna a 0.5 mL por minuto. La columna se
lava al valor de referencia Azgg con tampén de carga, punto en el cual se inicia
la recoleccion de fracciones. A continuacion, la columna se lava con un
tampodn de lavado secundario (50 mM fosfato; 300 mM NaCl, glicerina 10%,
pH 6.0), que eluye proteina ligada no especificamente. Luego de alcanzar
nuevamente el valor de referencia A,g, la columna se desarrolla con una
gradiente 0 a 500 mM de imidazol en el tampén de lavado secundario. Se
recogen fracciones de 1 mL y se analizan por SDS-PAGE y tincién con plata
o Western con Ni-NTA-conjugada a fosfatasa alcalina (Qiagen):
Fracciones que contienen la proteina o anticuerpo marcados con His,,
eluidos, se agrupan y dializan contra el tamp6n de carga.

Alternativamente, la purificacién de la proteina o anticuerpo marcada
con IgG (o marcada con Fc) puede llevarse a cabo usando técnicas de
cromatografia conocidas, incluidas por ejemplo, cromatografia de columna
de proteina A o proteina G.
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EJEMPLO 13
Preparacién de Anticuerpos

Este ejemplo ilustra la preparacion de anticuerpos monoclonales qué
pueden fijar especificamente la proteina de interés del antigeno deseado.

Técnicas para producir los anticuerpos monoclonales son conocidas en
el arte y se describen, por ejemplo, en Goding, mds arriba. Inmundgenos que
pueden emplearse incluyen la proteina deseada purificada o anticuerpo diana,
proteinas de fusién que contienen l[a proteina deseada o antigeno diana, y
células que expresan dicha proteina recombinante o antigeno en la superficie
de la célula. La seleccién del inmunégeno puede hacerse por el artesano
experimentado sin experimentacién excesiva.

Ratones, tales como Balb/c, se inmunizan con al proteina deseada o-
inmunégeno antigeno diana, emulsionado en adyuvante completo de Freund,
y se inyectan subcuténea o intraperitonealmente en una cantidad de 1-100
microgramos. Alternativamente, el inmundgeno se emulsiona en adyuvante
MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT) y se inyecta en
los cojincillos de las patas traseras del animal. Los ratones inmunizados se
revacunan (reciben una inyeccién de refuerzo) entonces 10 a 12 dias mds
tarde con inmunégeno adicional emulsionado en el adyuvante seleccionado.
Més tarde, por varias semanas, los ratones pueden revacunarse con
inyecciones adicionales de inmunizacion. Pueden obtenerse periédicamente
muestras de suero de los ratones mediante sangrado retro-orbital para
pruebas en andlisis ELISA para detectar anticuerpos dirigidos a la proteina
deseada o antigeno.

Una vez detectada una concentracidn apropiada de anticuerpos, los
animales "positivos" para anticuerpos pueden inyectarse con una inyeccion
intravenosa final de la proteina deseada o antigeno diana. Tres o cuatro dias
después, los ratones se sacrifican y se recogen las células del vaso. Las
células del vaso se fusionan entonces (usando 35% de polietilen glicol) a una
linea celular de mieloma murino seleccionado, tal como B3X63AgU.1,
disponible de ATCC, No. CRL 1597. Las fusiones generan células de
hibridoma, las cuales pueden repartirse en placas de cultivo de tejido de 96

220
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pocillos que contienen medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina)
para inhibir la proliferacidon de células no fusionadas, hibridos de mieloma e
hibridos de células del bazo.

Las células de hibridoma se cribarin en un ELISA con respecto a la
reactividad contra la proteina deseada o antigeno diana. La determinacion de
células de hibridoma "positivas" que segreguen los tales anticuerpos
monoclonales se encuentra dentro de las habilidades en el arte. '

Las células de hibridoma positivas pueden inyectarse
intraperitonealmente en ratones Balb/c singénicos para producir ascitis que
contengan tales anticuerpos monoclonales. Alternativamente, las células de
hibridoma pueden cultivarse en matraces de cultivo de tejido o frascos/tubos
de cultivo ("roller bottles”). La purificacion de los anticuerpos
monoclonales producidos en las ascitis puede llevarse a cabo usando
precipitacién de sulfato de amonio, seguida por cromatografia de exclusion
en gel. Alternativamente, puede emplearse cromatografia de afinidad basada
en la unién del anticuerpo a la proteina A o la proteina G. '

EJEMPLO 14
Purificacién de la Proteina Deseada Usando Anticuerpos Especificos

La proteina deseada, en cualquiera e sus formas, recombinante o
nativa, puede purificarse por una variedad de técnicas estindar en el arte de
purificacion de proteinas. Por e¢jemplo, formas de pro-polipéptido,
polipéptido maduro, o pre-polipéptido de la proteina deseada pueden
purificarse por cromatografia de inmunoafinidad usando anticuerpos
especificos para la proteina deseada. En general, se construye una columna:
de inmunoafinidad acoplando covalentemente el anticuerpo que
especificamente fija la proteina deseada a una resina cromatogréfica
activada.

Inmunoglobulinas policlonales se preparan de sueros inmunes, ya sea
por precipitacién con sulfato de amonio o ya sea por purificacion en Proteina
A inmovilizada (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.).
Anélogamente, se preparan anticuerpos monoclonales de fluido de ascitis de



P2026R1 1o~ 52

ratén por precipitacion de sulfato de amonio o cromatografia en Protefna A
inmovilizada. Inmunoglobulina parcialmente purificada se une
covalentemente a una resina cromatogrifica tal como SEPHARQOSE™
activada con CnBr (Pharmacia LKB Biotechnology). El anticuerpo se acopla
a la resina, la resina se bloquea, y la resina derivada se lava de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

Tal columna de inmunoafinidad se utiliza en la purificaciéon de la
proteina deseada preparando una fraccidn de células que Ia expresan en una
forma soluble. Esta preparacion se deriva por solubilizacion de la célula
entera 0 de una fraccidn subcelular obtenida mediante centrifugacién
diferencial por la adicién de un detergente o por otros métodos bien
conocidos en el arte. Alternativamente, protefna soluble, que contiene una
secuencia de sefial, puede segregarse en cantidad Gtil en el medio, en el cual
se cultivan las células.

La preparacién solublizada que contiene la proteina deseada se pasa
por la columna de inmunoafinidad, y la columna se lava bajo condiciones que
permiten la absorbencia preferencial de la proteina deseada (por ej.,
tampones de alta concentracién iénica en la presencia de un detergente). En
seguida, la columna se eluye bajo condiciones que alteran la unién de
anticuerpo a proteina (por e¢j., un tampén de pH bajo, tal como
aproximadamente pH 2-3, o una concentracion alta de un desestabilizador de
proteinas ("chaotrope’), tal como urea o idn de tiocianato), y entonces se
recoge la proteina deseada.
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Una formulacién liquida estable, de baja turbiedad, que
comprende (a) una proteina o anticuerpo en una cantidad de 100 a 260
mg/ml, (b) HCI de arginina en una cantidad de 50 a 200 mM, (c) histidina en
una cantidad de 10 a 100 mM, (d) polisorbato en una cantidad de 0.01 a 0.1%,
donde la formulacién tiene ademds un pH que varfa de 5.5 a 7.0, una

viscosidad cinemitica de alrededor de 50 cs 6 menos y una osmolaridad que
varia de 200 mOsm/kg a 450 mOsm/kg.

2. La formulacion de la Reivindicacién 1, en donde la
concentracion de proteina o anticuerpo varia de 120 mg/ml a 260 mg/ml.

3. La formulacion de la Reivindicacion 1, en donde la

concentracion de proteina o anticuerpo varfa de 150 mg/ml a 260 mg/ml.

4, La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde la

concentracion de proteina o anticuerpo varia de 180 mg/ml a 260 mg/ml.

5. La formulacibn de la Reivindicacién 1, en donde la
concentracién de proteina o anticuerpo varia de 200 mg/ml a 260 mg/ml.

6. La formulacibn de la Reivindicacion 1, en donde la

concentracién de proteina o anticuerpo es de alrededor de 150 mg/ml.

7. Laformulacién de la Reivindicacién 1, en donde la osmolaridad
varia de 250 mOsm/kg a 350 mOsm/kg.

8. La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde la
concentracion de HCI de arginina varia de 100 mg/ml a 200 mg/ml.

9. Una formulacién liquida estable, de baja turbiedad, que
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comprende (&) un anticuerpo monoclonal anti-IgE en una cantidad de 100 a
260 mg/ml, (b) HCI de arginina en una cantidad de 50 a 200 mM, (c)-
histidina en una cantidad de 10 a 100 mM, (d) polisorbato en una cantidad de
0.01 a 0.1%, donde la formulacidn tiene adem4s un pH que varia de 5.5 a 7.0,
una viscosidad cinemética de alrededor de 50 cs 6 menos y una osmolaridad

que varia de 200 mOsm/kg a 450 mOsm/kg.

10. La formulaciéin de Ia Reivindicacién 1, en donde Ia
concentracién de proteina o anticuerpo varia de 120 mg/ml a 260 mg/ml.

11. La formulacién de la Reivindicacién 1, en donde la
concentracién de proteina o anticuerpo varia de 150 mg/ml a 260 mg/ml.

12. La formulacibn de la Reivindicacién 1, en donde la
concentracion de proteina o anticuerpo varia de 180 mg/ml a 260 mg/mi.

13. La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde la
concentracion de protefna o anticuerpo varia de 200 mg/ml a 260 mg/ml.

14. La formulacibn de la Reivindicacién 1, en donde la
concentracién de proteina o anticuerpo es de alrededor de 150 mg/ml.

15. La formulacién de la Reivindicacién 1, en donde la osmolaridad
varia de 250 mOsm/kg a 350 mOsm/kg.

16. La formulacién de la Reivindicacién 1, donde el anticuerpo
anti-IgE se selecciona del grupo conformado por rhuMAbE25, rhuMAbE26
y Hu-901.

17. La formulacién de la Reivindicacién 1, en donde el anticuerpo
anti-IgE es thuMADbE2S5.
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18. La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
anti-IgE es rhuMADE26.

19. La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
anti-IgE es Hu-901.

20. Una formulacién liquida estable, de baja turbiedad, que
comprende (a) un anticuerpo anti-IgE en una cantidad de alrededor de 150
mg/ml, (b) HCI de arginina en una cantidad de 200 mM, (c) histidina en una
cantidad de 20 mM, (d) polisorbato en una cantidad de 0.02%, donde la
formulacion tiene ademés un pH de 6.0.

21. La formulacién de la Reivindicacion 20, en donde el anticuerpo
anti-IgE es E25.

22. Un articulo de manufactura que comprende un envase que
encierra la formulacién de la Reivindicacion 1.

23. El articulo de manufactura de la Reivindicacién 22, en donde el

envase es una jeringa.

24. El articulo de manufactura de la Reivindicacién 23, en donde la
jeringa estd ademds contenida en un dispositivo de inyeccién.

25. El articulo de manufactura de la Reivindicacién 24, en donde el
dispositivo de inyeccién es un auto-inyector.

26. La formulacién de la Reivindicacion 1, en donde dicha
formulacién se reconstituye.

27. La formulacién de la Reivindicacién 26, en donde la
concentracién de proteina o anticuerpo en dicha formulacién reconstituida es
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alrededor de 2-40 veces mayor que la concentracion antes de la liofilizacién,

28. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE, que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20.

29. El método de la Reivindicacién 28, en donde el trastorno
mediado por IgE se selecciona del grupo conformado por rinitis alérgica,
asma, asma alérgica, asma no alérgica, dermatitis atdpica y
gastroenteropatia.

30. E] método de la Reivindicacion 28, en donde el trastomo
mediado por IgE es rinitis alérgica.

31. El método de la Reivindicacion 28, en donde el trastorno
mediado por IgE es asma alérgica.

32. El método de la Reivindicacion 28, en donde el trastomo
mediado por IgE es asma.

33. El método de la Reivindicacién 28, en donde el trastomo
mediado por IgE es dermatitis atdpica.

34. El método de la Reivindicacion 28, en donde el trastorno
mediado por IgE se selecciona del grupo conformado por hipersensibilidad,
aspergilosis broncopulmonar alérgica, enfermedades parasitarias, cistitis
intersticial, sindrome hiper-IgE, ataxia-telangiectasia, Sindrome de
Wiskott-Aldrich, alinfoplasia timica, mieloma IgE y reaccién
injerto-versus-huésped.

35. El método de la Reivindicacién 28 en donde el trastorno
mediado por IgE es hipersensibilidad.
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36. El método de la Reivindicacién 35, en donde el trastorno de
hipersensibilidad se selecciona del grupo conformado por anafilaxis,
urticaria y alergia a los alimentos.

37. El método de la Reivindicacion 36, en donde el trastorno de
hipersensibilidad es alergia a los alimentos.

38. El método de la Reivindicacién 37, en donde la alergia a los
alimentos resulta de exposicion a una legumbre.

39. El método de la Reivindicacién 38, en donde la legumbre es
man.

40. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que:
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacién con una antihistamina.

41. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacién con la administracion de una antihistamina.

42. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacién con un broncodilatador.

43. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en
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combinacion con la administracién de un broncodilatador.

44, Un método de tratar, un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacidn con un glucocorticoide.

45. Un método de tratar un trastomo mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacion 20, en

combinacion con la administracion de un glucocorticoide.

46. Un método de tratar un trastomo mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulaciéon de la Reivindicacién 20, en

combinacidén con un glucocorticoide.

47. Un método de tratar un trastomo mediado por IgE que
comprende administrar & un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacion con la administracién de un glucocorticoide.

48. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacion 20, en

combinacién con la administracién de desensibilizacion a alérgeno.

49, Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en

combinacion con un AINE.
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50. Un método de tratar un trastorno mediado por IgE que
comprende administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad
terapéuticamente efectiva de la formulacién de la Reivindicacién 20, en
combinacion con la administracién de un AINE.
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FORMULACIONES DE PROTEINA Y ANTICUERPO DE ALTA -
CONCENTRACION

Extracto de Ja Divulgacion

La presente solicitud se relaciona con formulaciones de proteina y
anticuerpo con alta concentracién, con viscosidad reducida, que son estables,
relativamente isoténicas y son de baja turbiedad. Las formulaciones son
particularmente apropiadas para administracién subcutdnea. La solicitud
describe ademds articulos de manufactura, que contienen tales
formulaciones, y un método para usarlas para tratar trastornos que pueden
tratarse por la proteina o anticuerpo formulados.
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Listado de la Secuencia

«<110> Genentech, Inc.
<120> Formulaciones de Proteina y Anticuerpo de Alta Concantracién
«<130> P2026R1-PCT

«<140> PCT/UB2004/009613
<141> 2004-03-29

<150> U8 60/460,659
<151> 2003-04-04

<)l60> 6

<210> 1
<21l> 2186
«<312> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<3223> E36, cadena ligera

<400> 1 -
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Bey Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ber Val
p | 5 10 15

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ber Gln Ser Val Asp
20 as 30

Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40 45

Lys Ala Pro Lys Lsu Leu Ile Tyr Ala Ala Ber Tyr leu Glu Ser
50 58 60

Gly Val Pro Ber Arg Phe Sex Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe
65 70 75

-Thr Leu Thr Ile S8er Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
R[] 85 S0

Tyx Cys Gln Gln Ser His Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Glan GQly
95 : 100 . 105

Thr Lys Val Glu Iles Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Serx Val Phe
110 115 120

Ile Fhe Pro Pro Ber Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Bex
125 130 . 135

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
140 145 150

Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln S8er Gly Asn Ser Gln Glu
1585 160 165

Ser Val Thx Glu Gln Asp Ser Lys Asp Sar Thr Tyr Ser Leu Ser
170 175 180



Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys Rig Lys Val

i8S 190 195
Tyr Ala Cys Glu Val Thr Ris Gln 4Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
200 205 210
Lys BS8er Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215
<210> 2
<31l> 218
«<213> 7T .
<213» Secuencia artificial
<220>
<223> B26, cadena ligera
<400> 2
Agp Ile Gln Leu Thr Gln Ber Pro Sar Ser Leu Ser Ala Ser Val
p | 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Pro Val Asp
40 25 a0
Gly Glu Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
3s 40 45
Lys Ala Pro Lys Ieu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Tyr Leu Glu Ser
50 55 60
Gly Val Pro Ser Axg Phe Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Fhe
&5 70 75
Thr Leu Thr Ile Ser Eer Leun oi.n Pro Glu Asp Pha Ala Thr Tyx
80 a5 90
Tyr Cys Gln Gln Ser His Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
95 100 105
Thx Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ber Val Phe
110 115 124
Ile Phe Pro Pro Ber Asp Glu Glan Leu Lys Ser Gly Thr Ala Sar
125 130 ) 135
Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
140 145 150
Gln Trp Lys Val Aep Asn Ala Leu Gln Sexr Gly Asn Ber Gln Glu
155 160 165
Ser Val Thr Glu Gln Asp S8er Lys Asp 8Sex Thr Tyxr Ser Leu Ser
170 175 180
Bexr Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
i85 190 . 195
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ber Pro Val Thr
200 205 210
Lys Saxr Pha Asn Arg Gly Glu Cys
215



<d10> 3

«311> 314
<21l32> PRT

«<213> Secuencia artificial

<220>»

<223 Hu-901, light chain

<400> 3

Asp Ile Leu Leu Thry Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro

b |

Gly Glu Axrg Ala

Thr Aan

Leu Lau

Arg Phe

Ber Arg

Ser Asp

Ile Lys

Bexr Asp

Leu Asn

Asp Asn

aln Asp

Leu Berx

Val Thr

Axrg Gly

<310> 4

Ila His

Ile Lya

Ser Gly

Leu Glu

Ser Trp

Thr
20

TP
as

Tyx
50

Ser
65

Pro
80

Arg Thr val

Glu Gln

Asn Phe

Ala Leu

Ser Lys

Lys Ala

His Gln

Glu Cys

<311» 451
<212> PRT

«<313> Secuencia artificial

<220>

110

Lau
1325

Ty
140

aln
155

Asp
170

Asp
185

Gly
200

Leu

TyxT

Ala

aly

10

Ser Cys Arg Ala
as

Glo Glo Lys

Sar Glu Ber

Ser Gly Thr

Glu Asp Phe Ala

Thr

Thr Pha Gly

Ala Ala Pro Ser

Pro

Ber

Leu

<233> E25, cadena pesada

<400> 4

Ser Gly Thr
Arg Glu Ala
Gly Asn Ber
Thr Tyr Ber
Glu Lys Hi;

Ser Ber Pro

Pro
40

Ile
55

Asp
70

Met
a5

Gln
100

val
115

Ala
130

Lys
145

Gln
160

Leu
175

Lys
150

Val
205

15

Ber Gln Ser Ila Gly
30

Gly Gln Ala Pro Arxg
45
Ser Gly Ile Pro Serxr
60

Phe Thr Leu Thr Ile
H 75

Tyr Tyr Cya Gln Gln
90

Gly Thr Lys Vval Glu
105

Phe Ile Phe Pro Pro
120

Ser Val Val Cys Leu
: 135

Val Gln Trp Lys Val
150

Glu Ser Val Thr aGlu
165

Ser Ber Thr Leu Thr
180

Val TYf Ala Cys g;:

Thr Lys Ber Phe Asn
210



Glu

aly

Ser

Leu

Txp

Ser

Lys

Sar

Lys

aly

BSer

Val

val

Ser

Gly

Glu

Asn

Ala

His

Ala

Lys

Asp

Gly

Leu

Asn

Ila

His

dlu

Ser

Gln Leu

Tyr Ber

Trp Val

Sar Val

Thr Phe

Val Tyr

Phe Ala

Ser Thr

Ser Thr

Thr Ber

Leu Tyr

Gly Thr

Thr Lys

His Thr

Ser Val

Sexr Arg

Glu Asp

Val His

Thr Tyr

Vval
110

Lys
125

Bex

140

Pro
155

aly
170

Ser
188

Gln
200

Vval
215

Cya
230

Phe
a45

Thr
260

Pro
275

Asn
490

Arg
305

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
10 )

Ser

Asn

Ser

aly

Leu

Cys

Txp

aly

aly

Glu

val

3

Glu

Ala

Val

Cys Ala

Trp Ile

Ils Thrx

Arg Ile

Gln Met

Ala Axrg

Gly Gln

Pro Ser

Gly Thr

Pro Val

His Thr

Ber 8Ser

Ty Ile

Lya Lys

Pro Cys

Phe Pro

Glu Val

Val Lys

Lys Thr

Val BSer

Val

Axg

Iyr

Gly

Qly

val

Ala

Val

Cys

Val

Pro

Pxo

Thr

Phe

Lye

Val

Ser
as

Gln
40

Asp
55

Ila
70

Ser
85

Bar
100

Thr
115

Phe
1310

Ala
145

Val
160

Pro
175

Val
190

Gly Tyr Ser lle

Ala Pro Qly Lys

Gly Ser Thr Asn

Ber Arg Asp Asp

Leu Arg Ala Glu

His Tyr Phe 4Gly

Leu Val Thr Val

Pro Led Ala Pro

Leu dly Cys Leu

Ser Trp Asn Ser

Ala Val Leu Gln

Thr Val Pro Ser

Aan Val Asa His Lys

205

Glu
220

Ala
235

Lys
aso

Cys
465

Asn
200

Pro
295

Leu
alo

Pro Lya Sar Cys
Pro Glu Leu Leu
Pro Lys Asp Thr
Val Val val Asp
Trp Tyr val Asp
Arg Glu Glu Gln

'lfhr Val' Leu El':l.s

aly
15

Thr
30

aly
45
Tyr
€0

Sar
7%

Asp
90

His
105

Ser
120

Ber
135

Val
150

aly
165

Ser
180

8ex
198

Pro
410

Asp
425

Gly
240

Leu
255

Val
470

Qly
485

Tyr
300

Gln
315



Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
320 aas

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
335 340

Gln Pro Arg Glu Pxo Gln Val Tyr Thr Leu
3so 355

Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
365 370

Phe Tyr Pro fer Asp Ile Ala Val Glu Trp
3a0 385

Pro Glu Asn Aan Tyr. Lys Thr Thr Pro Pro
385 400

Qly Ber Phe Phe Leu Tyr Ber Lys Leu Thr
410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Ser Cys Ber
425 430

LIeu His Asn His Tyr Thr 4ln Lys Bar Leu
440 445

Lys
<210> §
<d1l1l> 451

<d1ld> PRT
<213> Secuencia artificial

<330>
<223> B26, cadena pesada

<400> 5

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
10

1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ber
ao as

Ser Gly Tyr Ser Trp Asn Trp Ile Arg Gln
35 40

Leu Glu Txp Val Ala Ser Ile Thr Tyr Asp
50 55

Asn Pro Ser Val Lys Gly Arg Ile Thr Ile
11 70

Lys Val Ber
Ber I.ys Ala
Pxo Pro 8er
Cys Leu Val
Glu Ser Asn
Val I-eu Asp
Val Asp Lys
Val Mat His

Ber Leu Ber

Gly Tyr Ser

Ala Pro Gly
Gly Ser Thr

Ber Arg Asp

Lys Asn Thr Fhe Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Ser
95 100

Trp Bis Phe Ala Val Trp Gly Gln Gly Thr
110 115

His Tyr Phe

Leyu val

Asn Lys
330

Lys Gly
345

Arg Glu
360

Lys Gly
ars

Gly Gln
390

8er Asp
405

Ser Arg
420

Glu Ala
435

Pro Qly
450

Pro Gly
15

Ile Thr
30

Lys Gly
45

Asn Tyr
60

Asp Serxr
75

Glu Asp
20

Oly His
105

Val Ser
120

aAS



Bar Ala

Ber Lys

Lys hsp

Almn Leu

Sexr Gly

Ser Leu

Ser Asn

Lys Thr

Gly Pro

Met Ile

Sar His

val Glu

Asn Ser

Asp Trp

Ala Leu

@ln Pro

alu Met

Pro Glu

Qly Ser

Trp Gln

Ser

Leu

aly

Thr

His

Glu

val

Thr

Pro

Thr

Pro

Asn

Phe

aln

Thx Lys Gly
125

Thr Ber Gly
140

Phe Pro Glu
155

8er Gly Val
170

Tyx Ber Leu
185

Thr Gln Thr
400

Lys Val Asp
418
230

val Fhe
245

§

260

Asp Pro Glu
275

His Asn Ala
290

Tyzr Axg Val
305

Asn Gly Lya
3a0

Ala Pro Ile
33s

dlu Pro Gln
aso

Lys Asn Gln
365

Sex Asp Ile
k)14

Asn Tyr Lys
395

Fhe Leu Tyx
410

Gly Asn Val
425

Pro 8Ser Val Pha
130

‘Gly Thr Ala Ala

145

Pxo Val Thr Val
160

His Thy Phe Pro
175

Sar Her Val Val
190

Tyr Ile Cys Asn
205

Lys Lys Val Glu
220

Pro Cys Pro Ala
238

Phe Pro Pro Lys
a50

Glu val Thr Cys
a65

Val Lys Phe Asn
280

Lys Thr Lys Pro
a%5s

Val Ser Val Leu
310

Glu Tyr Lys Cys
aas

Glu Lys Thr Ile
340

Val Tyr Thr Leu
3ass

Val Ser Leu Thr
370

Ala Val Glu Trp
aes

Thr Thr Pra Pro
400

Ser Lys Leu Thr
415

Phe Ber Cys Ber
430

Pro Leu Ala
Leu Gly Cys
Ser Trp Asn
Ala Val Lesu
Thr Val Pro
Val Asn His
Pro Lysa Ber
Pro Glu Leu
Pro Lys Asap
Vval Val val
Trp Tyx Val
Arg Glu Glu
Thr Val I..eu
Lys Val 8Ser
Ser Lys Ala
Pro Pro Ber
Cys Leu Val
Glu Ser Asn
Val Leu Asp
Val Asp Lys

Val Met His

Pro 8S8er -

135

Leu Val
150

Ser Gly
165

Gln Bar
180

Ser Bar
195

Lys Pro
210

Cys Asp
225

Lau Gly
240

Thr Leu
455

Asp Val
a70

Asp Oly
285

Gln Tyr
300

His Gln

315

Asn Lys
aao

Lys Gly
45

Arg Glu
360

Lys Gly
375

Gly Gln
390

8exr Asp
405

Sexr Arg
420

Glu Ala
435

(L.~



Leu His Asp His Tyr Thr Gln Lys Ber Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Lys

<210> 6
<311> 453

<3213d> PRT
<313> Secuencia artificial

<2210>

440

<223> HBu-901, cadena pesada

<400> 6

Gln Val Gln Leu Val

1

Ala Bar Val Lys Val

Mat Tyr Trp Leu Glu

dlu Trp Val Gly Glu

g

Glu

?

?

Ala

Asn Tyr

Val Sar

Pro Ber

Leu Val

Ber Qly

Gln Ber

Sux Bar

Lys

Thr

Val

Ser

Ber

Lys

Ala

S8er

Ser

Ber

Lys

Phe Lys
65

Ala Tyx
8o

Tyr Tyx
a5

Tyr Phe
110

Ala Ser
125

Lys Ber
140

Asp Tyr
155

Leu Thr
170

Gly Leu
i85

leu Gly
100

Asn Thr
215

Thr Hia
230

Gln Ber Gly Ala
HBexr Cys Lys Ala
Trp Val Arg- Gln
Ile Ser Pro Gly
Ala Arg Ala Thr
Met Glu Leu Ser
Cys Ala Arg Phe
Asp T;; Trp Gly
Thr Lys Gly Pro
Thr Ser Gly Gly
Phe Pro Glu Pro
Ser Gly vil His
Tyr Her Leu Ser
Thr Gln Thr Tyr
Lys Val Asp Lya

Thr Cys Pro Pro

alu
10

Ala
40

Thx
55

Phe
70

Sexr
85

Ser
100

Gln
115

Sar
130

Thr
145

Val
160

Thrx
175

Serxr
190

Ile
205

Lys
220

Cys
235

450

Val Lys Lys Pro Gly

15

Gly Tyx Thr Phe Ser

Pro Gly

FPha Thr

Eis

Thx

Gly Lau
45

Asn Tyx
60

Thr Ala Asp Thr Ser

Leu Arg
His ‘Phe
Gly Thr
Val Phe
Ala Ala
Thr val
Phea Pro
Val val
Cye Asm
Val Glu

Pro Ala

BSex

Ser

Leu

Pro

Lau

Bar

Ala

Val

Pro

Pro

75

Glu Asp
90

Gly Ber
1a8

Val Thr
120

Leu Ala
135

Gly Cys
150

Trp Asn
165

val Leu
180

Val Pro
195

Asn His
210

Lys Ber
425

Glu Leu
240

A+



Leu Gly Gly

Thr I.=u Mast

Asp Val Ber

Asp Gly val

Gln Tyr Asn

His Gln Aap

Asn Lys Ala

Lys Qly Gln

Arg Asp Glu

Lys Gly Phe

Gly Gln Pra

Ser Asp Gly Ser

Ser Axrg Trp Gln

Glu Ala Leu

Pro Gly Lys

His

Ser
245

Ser
260

Glu
275

Val
290

Thr
i0s

Leu
320

Pro
335

Arg
350

Thr
365

Pro
380

Asn
ass

Phe
410

Gln
425

Asn
440

Val Phe Leu Phes
Arg Thr Pro Glu
Agp Pro Glu Val
His Asn Ala Lys
Tyr Arg Val Val
Asn Gly Lys Glu
Ala Pro Ile Glu
Glu Pro Gln Val
Lys Asn Gln Val
Ber Asp Iles Alas
Asn Tyr Lys Thr
Pbe Leu Tyxr Ser
Gly Asn Val 'Phe

His Tyr Thr Gln

Pro Pro Lys Pro Lys Asp

val
265
Lys Pha
280

Thry
495

Lys
Sexr

310

Tyr Lys
jas

Val

Lys Thx

Tyx
ass

Thr

Sar Leu

370
val GQlu
aes

Thrx
400

Lys Leu

415

Bar Cys
430
Lys Bear
445

M:l Trp Tyr
P::o Arg Glu
Leu Thx Val
Cys Lys Val
IJ.Ee B8er Lys
Leu Pro Pro
Thr Cys Leu
Trp Glu Ber
Pr_p Val Leu
Thx Val Asp
Ser val Met

Lau Ser

Thr Cys Val val Val

270
val
485

Glu
300

Leu
315

Ser
330

Ala
345

Val
a7s

Asn
390

Asp
405

Lys
420

His
435

Ber
450
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BE26
Hu-901

B25
E26
Hu-901

E25
E26
Hu-901

Anticuerpos Antl-IgE Cadena Ligera (Dominios V. y C)

10 20 30 40 S0 60 70 80
DIQLTOSPES LSASVGDRVT ITC[RASQSVD YDGDEMSIWY QOKPGRAFXL LIY[MSYLES] GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS

S0 100 110 C; starts
SLQPEDFATY YC[QQSHEDSY T)PGOGTXVEL KRT VAAPSVPIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAXVOWKVIMALQSGNSQESVTEQD
SLQPEDFATY YC[QOSREDPY T1PGQCTRVEI KRT VAAPSVFIFPPSDEQLXSGTASVVCLLAMFYPREAXVOWKVDNALQSGNSQESVTEQD
BEreoeafly Y 0ofPRE T FOQCTEVEI ERT VAAPSVFIFFPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVONKVIMALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLEKADYEKHKVYACEVTRQULSSPYTKSFNRGEC
SKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SKDSTYSLSSTLILSKADYEKHXVYACEVTHQGLE SPVIRSFNRGEC

FIG._10A
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Anticuerpos Anti-IgE Cadena Pesada (Dominios V,; y Cy)

10 20 30 40 50 a 60 70 80 90
25 EVQLVESGOG LVQPOGSLRL SCAVSGYELT 8 [GYSHNW)IRQ APGKGLEWVA [SITEYDGSTNY NPSVEQIRITI SKUDSKNTFY LOMNSLRAED
26 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGYEIS SIGYSWMN]TRQ APGKGLEWVA (SITYDGETMY NPSVE!
n-901  [vouviischE FRReGREVEY sERsoyT- s BT Mro Arciorawvd EIERITERNN MEXEA R [ERHIETriy EErgeLaSeD

100 110ab 120 Cy starts
25 TAVYYCAR [G§ NYFGEWAFAV] WGQGTLVIVSS ASTRGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPRFVIVENNSGALTSOVHTFPAVIQSSCLYSLIS
26 TAVYYCAR[GS EYNGEWEFAV] WOQGTLVIVSS ASTRGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVXDYFPEPVIVSHNSGALTSUVHTFPAVLQSSGLYSLES
n~-901 TAVYYCAR [ HFSERYPRFOY) WOQGTLVTVSS ASTROPSVFPLAPSSRSTSGOTAALGCLVKDYFPEPVIVEWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS

25 VWIVPSSSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDKKVE PKSCORTHTCPPCPAPELLGGPSVFLE PPXPKDTIMI SRTPEVICVVVDVSHEDPEVRFNWYVDGVE
26 VVTVPSSSLOTQTYICHVNAKPSNTEVDRKVEPRSCOKTETCP PCPAPELLGGPSVFLF PPRPRDTLMI SRTPEVICYWVDVEHEDPEVEFIMYVDGVE
u-501 VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDRKKVEPRSCOKTHTCPECPAPELLGGPSVFLF PPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVEHEDPEVKFNWTVIGVE

25 VHNARTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYKRCKVENKALPAPI ERTI SKAKGQPREPQVY TL.PPSREENTRNQVSLTCLVRGFY PSDIAVENE
26 VHNARTRPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYRCKVENKALPA PTERTI SKARGQPREPQVYTL P PSREENTXNOVELTCLVRGFYPSDIAVEWE
n-901 VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVENKALPAPIEKTISKARGQPREPQVYTLPPSRDELTRKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWNE

a5 SNGQPENNYRTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQRSLSL-SPGK
26 SHGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDRERNQQGNVE SCSVMHEALHNHYTQRSLELSPGR
u-901 SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVIKSRWQQGNVFSCSVMHEALANHYTQRSLSLSPGK

FiG._10B
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Patent Docket No. P2026R1

PATENT COOPERATION TREATY/IB

In re Application of
GENENTECH, INC. et al.

International Application No.: PCT/US2004/009613
International Filing Dats: 29 March 2004
Titde: HIGH CONCENTRATION ANTIBODY AND PROTEIN FORMULATIONS

REQUEST TO ADD APPLICANT UNDER RULE 92bis

Via Facsimile (41-22) 338 82 70
The International Bureau of WIFO

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Dear Sirs:

Pursuant to Rule 92bis, Applicant requests the addition of the following applicant to the above-
referenced International Application:

NOVARTS AG b
Lichtstrasse 35
CH-4056 Basel

Switzerland

Applicant NOVARTIS AG should be indicated as Applicant for all designated States except US.

Applicants regpectfully request prompt attention to this Request, in view of the 30 Month
deadline of 04 October 2005,

Respectfully submitted,
GENENTECH, INC.

By:
Reg. No. 39,044
Dated: 12 August 2005
Genentech, Inc.
1 DNA Way
South San Francisco, California 94080-4990
United States of America

Tel. (650) 225-31489
Fax. (650) 952-9881

36
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present intarnafional appiication ba
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all designated States except US
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1 DNA Way
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650-952-9881
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-4  [Name (LAST, Firsf)
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United States of America
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PCT REQUEST T
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IH-2-1 person ls: applicant and inventor
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NiH2-4 |Name (LAST, Firsl) SHIRE, Steven
n-25 210 Sylvan Way
Emerald Hilla, California 34062
United States of America
28
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o
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v-1-2

Wa.gent
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|oENENTECH, INC.
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[Onited States of America
V13 [Telaghana Na. 650-235-1000
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v-1-8 registration No. 39,044 -
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first named agent
V21 Namefs) AGARWAL,Atulya R.; BARNES,Elizabeth M.;
ENTER,David A.; CONLEY,Deirdre L.;:
Steven X.; TAN,Lee K.; JOHNSTON,Sean
.7 LEE,Wendy M.; XUBINEC,Jeffrey 8.;
SCHWARTE, Timothy R.; EVANS,David W.;
_ CHANG,Diane L.; HASAK,Janet E.,;
KRESRAK ,Mark T.; MAIK,Paul; SHIN,Elinor
S K.; YEUNG,Bonny G.; PLEASURE,Irene T.
v DESIGNATIONS |
V-1 filing of this request constitutes
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e Brigard & Castro \
: BOGOTA-COLOMBIA
PODER : POWER OF ATTORNEY
Yo (nﬂ;!rna) t (W.é) Genentech, Inc
1 DEA Way
.« .. Bouth San Francisco, California
domicitedo(s) en domicilad in 94080 UsA

Nombro{amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
Yo BEATRIZ JARAMILLO yo CARLOS H. PALACIO
EASTMAN yo HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogotd,
Colombla, apoderados verdaderos y legales con poder
espacial, ampfio y suficients, para recabar de las olicinas y
autoridades colombianas administrativas, judiclales y de
policia, en cualquier instancis o recurso, la obtencidén de
patentss de Invencién, registros de marcas, disefios
Industriales, modelos de utlidad, depdsitve de nombres
comerciales y ensefias, ragistros de derechos de autor y
contratos sobre los mismaos, obtencién de ceriificados de
obtentor de variedades vegetales, as/ como sus prétrogas,
renovacionss, anotaciones de traspaso, cambloe de nombre
Yo domicliio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
-icencie y licencias de cualesquiera clases: !ntervenir como
demandante 0 como demandado en cuaiquier instanci#.y
recurso ante cuaiquier juez, corporacidn, funcionario piblico
o autoridad en acciones judiciales, administmaiivas y de
policia tales como: oposiciones al reglstro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
relvindicatorias, acciones dervades de la obtencidn o
explotacién” de licenclas; acclones de competencia desleal:
demandas ' penales; acciones de Indemnimicidn de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios Industriales, modelos de utidad, en el
sjercicio de medidas cautslares y en otras acclonss o
medidas similares.

A esto efecto, lofe) faculto{amos) para elevar aciicliudes,
formular descripciones, enmiendas, prolestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaclones, nulidades,
@pelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuctas y
gravdmenes prescriioa por la ley; renunclar o desistr a
derechos concedidos o en curso de coneesién; rechbir toda
clase de documentoe y valores, dando el deacargo
reapectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridacdes
todoe loe pascs necesarios al efects Indicado v tomar todes
les medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
{nuestros interases), con todas las demés facultades legales
necesarles.

Este podaer comprende la facultad de ratificar o confimpafss?
mi (nuestro) nombre lo actuado asl como la faeGitad.3
doelstlr, tranaigir, compromster, y la de sustipire
en parts y revocar sustituciones. "sil‘“ bre
a: JUAN PABLO CADENA SARMIE! P B
JARAMILLO ylo CARLOS H. PALACIO \EABYK

HECTOR G MEZ MEJIA,, domicllado(s) ef\la

No. 16-68 Pleo 9, mis. (nuestros) apoderados ey Co
con facuflades para recibir nollficaciones d
apoderados judiciales o extrajudiciales. :

Otorgado y firmado en

hoy, _de de 200_
Firma

Nombre

Cargo

Hereby eppoints JUAN PABLO CADENA SBARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EABTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotd, Colornbia, my “(our) true and lawful attomeys with
epecial, ample and sufficlent power o obtain from the
Colomblan administrative, Judiclal and police offices and
authorities, In any Instance, privileges of patenis of
invention, reglatration of trademarks, Industrial designs and
utity models; registration of commerclal names and
emblems, regletretion of copyright and tontracts related
thereto, certi of obtainers of vagetables varieties, as
wel as exiensions, renewals and recordal of assignments
and changee'of name and domiclie related to the above; to
prepare, prosecute and register ficenses of any kind; to act
as plaintff or: defendant In any Instance or recourse, and
before any Jurdge, corporation, pubfic officia) or authority in
judiclal, administratve and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademars; caducity,
cancellation and nuiiity actions; ciaim actions derivad from
the oblalnlnglor explotation of licenses, action of unfalr
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claime or observations on patent applications,
models, industrial designs and utllity modals; In the exercise
of preventive! measures and In other actions or simiar !
procaedings. .

Ly

To that effect they hersby empowered to flle applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancefiations, nulfities, appeals and claims; to
pay taxes, gliotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the righta granted or In the process of
granting; to recelve all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to ,
take before sald muthorities the necessary steps to such
offect, and any measures that they may deem pertinent 1o
the safeguard of my (our) Interest(s) with all the other
3oapaary lagal powers.

udes the facully fo ratily or confirm daslst,
promise on my (our) behalf, and to substitute
@ or in part and to revoke substitutions, At
(We) hereby appoints JUAN PABL
NTO and/or BEATRIZ JARAMILLO

. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
51A, domiclied in Camera 7 No. 18-56, Piso 9,
0} attorney(s) In fact, with powers to receive
ns and to’ designate judiclal and extrajudicial

Gram.pd g;\d signed in South San Francisco,{GA L
H .

- o Moy 205"

tie /2 day

Signature /4,4>M

Time  Timothy R. Schwarts )
Séction Patent Counsel

Genentech, Inc.
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Alda Miclat Gulam _
3. acting In the capacity of Notary Public, Stete of California

4. bears the seal/stamp of Aida Miclat Guiam, Notaly Public,
State of California

CERTIHED :
At Sacramento, Califomia
the 17th day of May 2005
by Deputy Secretary of State, State of Callfomla
No. 239645
Seal/Stamp:

g

© ® N @ o
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CALIF RNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDQGMENT,

State of Callfomla
County of gaﬂ M‘O &8

On % r.l, )00( before me, /)'l;lll Mw Gl‘-ll.!'ﬂ'\
™ Narre e e of Gllcer .. "Jare Dow, Ny b’
mim
Upmpmnylwmmbma
O proved to me on the basis of satisfaciory
evldam::e

io be‘the personfe} whose name(s) laiare
subscribed to the within Instrument and
acknowledged to me that he/shathey. axacuted
the asame In hisherthelr authorzed

_ capacityfies)r and that by hishentheir
algnature{s)-on the Instrument the person{s); or

- the enity upon behalt of which the persan{e)—~
acted, mudﬂnlmm

WITNE  hand and officlal seal.

Motr O

i-nnm-rnho

Thouph the informution below s not required by isw, § may prove valuable to persons relying on the document and could prevent
freuckient removel and reatiachmant of this form 1o another documant,

on of Attached Document
Thite or Type of

Document Date: . Numt;er of Pages:
Signer(s) Other Than Named Am\

Capaclty(les) Claimed by Signer
Signer's Name:

0 Individual

O Corporate Officer — Title(s):
O Pariner — [ LUimited ] Genaral
0 Attomey-in-Fact

O Trustee

O Guardian or Conservator

O Other

Signer la Repressnting:
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AUTHORIZATION
Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet E Hasak, Mark T. Kresnak, Jeffrey S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so long as'they remain employees of Genentech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, prosecution,
granting, and extension and maintenance of grant ¢f patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American

Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees.

—— - -

_ August27.2002 i Pror dohaton
Dated . Sean A. Johnston
Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.




* TRADUCCION AL ESPAROL del documento de poder dado por Genentech, Inc.,

domicliiada en 1 DNA Way, South San Francisco, Californla, 94080 Estadoa
Unidos de America.

ESTADO DE CLAIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO
APOSTILLA "
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
i
1 Pals: Estados Unidos de América - -
Esta documento publico
2. ha sido fimado por Aida Miclat Guiam
3. actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California
4. lleva el selloftimbre de Alda Miclat Guaim, Notarlo Pdblico
Estado de California =

CERTIFICADO .

en Sacramento, California

el 17 de Mayo de 2005 .

por el Secretario de estado Delegado, Esta!lo de California
No. 239545

Sello/Timbre

© ® N O




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )
} 8.
Condado de San Franclsco )

El 12 de Mayo de 2005, ants mi, Aida Miclat Guaim aparecié personaimente Thimoty
R.Schwartz

& a quien conozco personaiments

O quien demostrd unto mi en base &
avidencia satisfactoria ser la persona cuyo

Hay un sello que dice: nombre esta suscrito en el Instrumento y
3'33&".'3@ 1%';‘.2‘2 quien reconocid ante mi que ejecutd el
NGTARIO PUBLICO-CALIFORNIA mismo en su capacidad autorizada, y que
CONDADO DE ORANGE por su firma en el instrumento la persona o
COMISION EXPJRA EL 9 DE DICIEMBRE DE |8 entidad a nombre de Ia cual la parsona
2007 actud, ejecutd el instrumento.

Atestigua mi firma y selio oficial,

Colocar saifo de notario amiba ,
Mirlam vargas
“OPCIONAL

. Aunus in informackin e ests secciin 10 ws roquarida por 8 ley, pusde prober ser velloss'pera s paroness que 5 basan a1 of documento y pusde
provani I remocion y readhesibn fraudulerds de st forma s ot documento

Descripci6n adiclonal de cualquler documento anaxo
Titulo o tipo de documento: :
Fecha del Documento: Namero de paginas:
Firmanie(s) diferente(s) & (los) nombrado(s) aniba:

Capacidad{es) Relvindicada(s) por s! {los) firmante(s)

Nombre del firmants:;

0  Individuo O  indviduo

3 Funclonario Corporativo — Tiulo{e): . O Funcionarko Corporativo — mh(!):_=_r_=__
O Sodo- [ Limitedo O] General Mhlmduun 0O Saocio - 3 Umitsdo C1 General Huels Indice

O Abogado de hecho dal firments O Abogado de hecho deracho dal frments
0 Fdelcomisario Pesladideonq’ | O Fidelcomisario Parts alta dell dedo squi
O  Guardién o conservador O  Guardidn o conservador

O Obo: O Olm

El firmante representa: EI fimante representa:




AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a su nombre, cualquier solicltud
asociada con presentacidn, procesamiento, consecucion, y extensibn Yy
mantenimiento de concesién de solicitudes de patents y niarca registrada en los
. Estados Unidos y palses extranjeros, aontmltos relaclonados con depésitos
bioldglcos con la Coleccién Americana de Tipo de Cultivo; y cesiones a publicistas
de derechos de autor que cubran los trabajoa:de autoria de los empleados de
Genentech. ~ '

® 27 de Agosto de 2002 = : (Firma)
Fechado Sean A. Johnston

Vicepresidente, Propiedad Intelectual
Genentech, Inc.




Apuostille
{Convention de L; Hayn du 5 Octobre 1961)

Country: United States of Ammrics’
This public document: ' .
has been sigoed by Barriet Smith Nindsor

acting in tha capacity of Sac:atazéy of State of Dalaware

bears- the seal/stamp of Officé of Secratary of Stata

-~

extified

N

at Dovar, Delaware
the twanty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of Stata, Dalaware Department of Sitata

No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signaturae:
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The First State
i :
1 =
iy I, BARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
i 1
_,j DELANWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
= COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M.
2112549
050426506
ey AP -
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

QGenonteoh, Inc. (the “Cerporatisn™), & cotporstion orgsnived and existing .
under and by virtue of the Genaral Corporation Law of tho State of Delawara,

_does heroby amend the Cartificate of Inccrporation of the Corporation, which was

Mﬁummza.lmmum'ommm
Inc."”, and subsequently amended.

mm«wdhmuwmm
further afmended to vead in ils eatirety as follovws:

ARTICLE1 -

The name of the Corpovation is: Genentech, Ino.
- ARTICLE2

The addrem of the registered office of the Corporation in the Stato of
Delaware is Corparation Service Contpany, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castls, Delaware 19805, The name of Its reglstered
agent st such address {s Corporation Service Compeny.

ARTICLE3

The purpose of the Corporstion s to angage in any lawfil act o sctivity
for which cosporations may be orgenired under the Genexcal Corporation Law of
the State of Delaware as the sune exists or may hareafier be amended (*Delaware
Law™). i

D 09:00 AN 01/22/1999
091302831 - 2112549




ARTICLE4

SecTion 4.01. Capital Stock. (u) The Corpoestion is suthorized to issue
two classes of stock 10 be designated, rospectivaly, preferred stook and conenon
siock. The total sumber of shares which tha Corperation is suthorized to issue {s
four lundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be dasignated prefurred stock, par value 30.02 per share (Preferred
Stvek™). Three handred million (300,000,000) sbaros shall be designated

common stock, par valus $0.02 per share ("Comamon Stock™). The Coenmon

Mofﬁecmpwlﬂomhﬂ be all of one clasa,

(b) The nmmber of suthoriasd shares of any class or clesses of stock may
be increased or decreased (but not below the sumber of dharts thereof then
outstending) by the sffirmative vots of a majority in voting power of the
cutstanding stock of the Corporation erititled ta vote thereon imespective of the
provizions of Seotion 242(b)(2) of Delaware Law.

SacrioN 4.02. Comason Stock. (a) Lrsncwcs and Considerarion. Any
unnissved or treagury shares of the Comman Stock may be issusd for such
Mnumumwmlmhbhhwhmﬁnnb
tims by the Board of Directors.

(b) Dividends. smwhm«mﬁmmm
the holdets of the Comman Stoek shall be entitled to recelve, when snd ss
WWNMdedhmdﬁowwﬂebm
by law gwailghle therefor, dividends payabls cither in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Prefirred Stock shall not be entitled to
mmmqmammmwbyhm«
Dirsotors in sny resolution providing for the issus of & sexies of Prafizved Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock. : -

(o) Seriss and Limirs of Variations beiwean Series. Any unlsyued ot
trearmy shaves of the Preferred Stock may be issued fiom time to tihme in one or
more series for such conaideration ag may be fixed from time to time by the Board
of Directors, Before axy shares of Preferred Stock of sty particular sexias shall be
mummunmmmmdmamm-uu
forth the

!




the sharcs of such series (30 far a3 not incons!stent with the provisioos of this
:::I;liﬁmhnblnbl!lnhcfhrm SIodn. including, butnotlnmltndtn.

@) the distinctive designation of such series and the mumber of
shares which shall constitute such series, which somber may be intreased
{oept where otherwise provided by the Board of Direotors in cresting
sech serios) or decreased (but not below the number of shares themeof then
om&mﬁonﬂmhﬁmubyhhmefhnmdﬁmmu.

() the nnusl vasc of dividends payable on shares of such secies,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall bo cumulative {n the event the Board of
Directors determines ihal dividends shall be cunulstive;

(i) whether such serics shall have voting rights, in addition to the
wmwwwmwnumdmmm

(iv) mmmmuhmmwmmw
50, the terms and conditions of such conviersion, including, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upou such everts aud in
ncbmnu--ﬂunmdd"olmmudun determine;

(v) whether or not the shercs of such sedes shall be redecmablo
sad, I£ 90, the toms and conditions of such redmnption, including the date
or datos upon or after which they shall be redeemable, and the smount per
shege paysbis in case of redemption, which-amount may vary under
mmdummm

(vi) whether such series shall have & sinking fimd for the
anﬂmerpnhnoflhmofmmmafn,mmnd
sroount of such sinking fund;

(vil) the rights of the shares of such series in the event of
- voluntary oy involuntary liquidatiop, dissolution or winding up of the
Oumnlmnlliwﬂﬂmorm if any, of payment of shares
of that gacles; and

(vial) nyoﬂunwuﬁmmndﬂnﬂuﬁmdm




ARTICLE S

SECTION 5.01. Amendmant of Bylaws by Direciors. () n fxtherance end
nol in limitation of the powers conferred by suxtute, the Board of Directors is
exprossly suthorized 10 make, alver, amend, repeal and regcind the bylaws of the
Carporstion, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) bereof

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.05 of the
bylsws may only be altered, smended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holdars of capital stock entitled to vate thereon represeuting more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sectione 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendcd, repealed, or rescinded by the affiemative vote of holders of capital stock
entitied o vote thareon representing more than 90% of the lhllumthhllnln -
vorod thereon. :

SECTION 5.02. Awandment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended, -
repoalod, or rescinded by (he affirmative vate of holders of capital stnck entitled
t0-vote thereon representing more tham 60% ol the ihares entitled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of |
may anly be altered, smended, reposied, or rescinded by the afflimative vote of
holders of capital stock entitied 1o vote thereon representing moro than 90% of the
shares entitied 1o be voted thereon.

ARTICLE6

SecTion 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock.
_During any period whea the holders of any Prefisred Stock or any one or more
series thereof, voting as a claxy, shall be entitiad to elect a specified mamber of
. direcvoms, by reason of dividend axreamges or other provisions giving them the
right 10 do 30, then and during soch time as such right continues (7) the then
otherwise anthorized vember of directors ahall be increased by saoh specified
amber of directosw, and the holders of such Prafirred Stock or such sexles
thereof, voting as g olses, shall be sntitied to elect the additional directors s0

pwovided for, mwhm#&m Jeoe quulq(m-nh

?3;)
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2 director, officer, cmpbyua-nputofm 5

A4

divestad of much rights to elect & specified numbor of divectors, voling as a class,
puzsuant to the provisions of such Prefirred Stock or scres, the terns of offics of
all directors elected by the holders of such Preferved Stook or saries, voting as a
class pursuant to such provisions or elected to fill ny vacancies resulting from the
death, resignation or remaval of directors 3o electad by the holders of such
Preferred Stock or serles, shall forthwith terminato snd the authorized surmber of
directory shall be roduced] accordingly.

SuCTION 6.02. Ballots. Eleotions of directors st an anmuml or special
mﬂn;dm:ﬂﬂdmnudnuhbywdmhﬂauduhwmdu
Corporation shall provkie otherwise. ,

SBCTON 6.03. Eliwimation of Certain Persondl Liabllity of Directors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be lisble to the Corporation or its
mmthNMNMMuaMn
the fiallest extint permilied by Delaware Law.

(b) Eech parson (and the helrs, ceecutors or administrators of such
porson) who was or is & puty or is Gireatened to be made u party to, or Is involved
in any threstened, ponding or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the face that such perscn is
uwudmdhcﬂmﬂcuuum:hmdh
Corporation as s director of mother cosporation, partnersbip, joint veanse, trum
or other enteiprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporstion to
the fullest extent permitted by Delsware Law. The right to indemnifiestion
conferred in this Section 6.03 shall also Include the right to be piid by the
Corporation the sxpenses inourred in coonection with axy such proceeding tn
advencs of Is final disposition to the fullest extent-anthorized by Delaware Law,
mmmmmmmmnsm shall be a contmct

Lt

(o) The Corpomtion may, by action of its Bosrd of Divectors, provide
indemmification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
to such eatent and to such effect as the Board of Directors shall determine to be
appropriste and suthorized by Deluware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintxin
insurance on behwlf of any person who (s or. was a director, afficer, employee or

wﬁhwwhuwmnhmﬁhw»
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not the Corporation would have tho powes Indunnlﬁrlﬂmaﬁmadﬂnblhu
under Delaware Law.

() The rights and amthority confieered In this Section £.03 shall not be
cxolusive of any other right which any purson may otherwise have or heveafier
aoquire. :

(f) Netther the alterstion, smendment, repeal or reclssjon of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certifisate of Incorporation or the
bylaivs of the Corporstion, nor, © the fiflest extont permitied by Delaware Law,
any modification of law, shall oliminats or rednce fiw effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alterstion, amendment,
repeal, recission, sdoption or modtficetion.

ARTICLE7

SBCTION 7.01. mmqwmmm The Corporstion hereby
elects not Lo be govened by Seotiqn 203 of Delawsro Lew.

ARTICLES

Secrion 8.01. Relationship Pith Rocke. [n suticipstion that the :
Cosporation will cosse to be & wholly ocvwasd subsidiary of Roche Holdings, Ino.,

. baxt that Rochs (28 defined In Bection $.05) will remsin a stockholder of the
Corporetion, and in anticipetion that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage In tho sams or similer activities or lines of business and
heve an interest in the same axeas of cosporate opportmities, and in meogmition of
(@ the benafits to be derived by the Corporation tiwough ity continued contractoal,
ecrporats and business rejations with Roche (Inciuding sexvico of officers and
directors of Rochs is directors of the Corporation) and (i) the difficulties
attheadant to enty director, who desives and endesvors fully to satisfy such
w-mmmmhMWJMMumw
mmumofumu-mhﬁumm
_andmﬂdeheonﬂnuofmdhmoﬂn Corporagic




of the Corporation and its officer, directars and stockholders in connection therewith,

SECTION 8.02. Stmifor Business Activitias. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing. :

(a) Rocbe shall not have a dity 1o refiuin from engaging directly o
indirectly in the same or similar business astdvitics or lines of business as the
C tiom. and

(b) meither Roche nor any officer or director thareof shall ba lishls to the

Corporation or its stockholders for breach of any fiduclary duty by reason of mry
such activities of Roche or of such porson's participation therein.

in the event that Roche acquires knowiedgs of & potential tramsection or
ruaticr that mey be » corporate opportunity for botti Rochs md the Corporation,
Roche shall have no duty to eommunicat dr offer such corporate opportuniry to —
the Corporation and shall not be lisble 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiducisry duty as a stockholder of the Corporetion or controlling
pexsan of a stockholder by reason of the fhct that Roche pursues or acquires such
corporate opporhumity for itself, direots such corparate oppoctunlty to another
person or entity, wdummlmummdmm&marmm
mmwbm

Sacrion 8.03. Corporate Opporturities. li the event that a direstor,
officer or employes of the Corporation who is also & diveotor, officer or exployse
of Roche aoquires knowledge of a potantial transaction or matrer that may be a
oarporats opportunity for the Corporation snd Rocho (whether such potential
transaction or matter is propossd by a third-party or is ecaceived of by such
director, aticer or employee of the Carporation), such director, officer or

employes shall be entitied to offor such corporste opportunity to the Corporation”
or Roche a8 such director, officer or employes deams appropriste under the

mhwmmmeMMGw
mummucwmmmmmmmammm
dwwmdlqnw«mmtomm(ermmb)hmmd
or the dertvation of any improper psrsonal benefit by reason of
ﬂnhulht(l)mhdbm officer or employec offercd such corporate
opportiity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information yegarding such corporate opportunity to the Corporation or (if) Roche
mcqﬂmuﬂmmuﬁmyhﬂﬁudmﬁn&m




SecTION 8.04. Desmed Convent of Ssockholdars. Auny petscn of eutity
purchasing or otherwise scqubring sny interest in any shares of capltal stock of the
Cotporation shall be deemed to have notice of and 1 bave consented to the
provisioas of this Asticle 8.

SECTION 8.05. Defialrions. For purposss of this Article 8 end Article 9
oaly, (I) the term “Corporation” shalf mean the Corporation and all corparations,
perinerships, jolat ventares, associations and other entities in which the
Corporation benaficially ewns (firectly or Indirectly) fifty pevosut.or more of the
outstanding voting stock, voting powar or similar voting interesis; and (i) the
tarm “Rochs™ shall mean Roche Holdings, lnc. and all corporations, partmerships,
Joint ventures, associstions snd vther entities (other than the Corporation, defined
in sccordanos with elsuse (1) of this Section 8.05) that sye "afflliates”™ (a8 defined
in Rule 12b-2 under the Secwritics Exchange Act of 1934, s amended) of Roche
Holdings, Ine.

SECTION 8.06. Terminasion: Binding Effeci. Notwithstanding anything in
thia Certificats of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche osascs to 0wn beneficially Common
Stook represexting at loast 5% of the manber of outstanding shares of Common
SmkdﬂnCuwmimdmﬂmthuoﬂudﬁn
Corporation is also a director or of Roohs, Neithor snch expiration, nor the
aherstion, amendnent, change or repeal of any provision of this Axtiale § nor the
adoption of any proviston of this Amended and Restated Cartificats of
Incorparstion inconaistent with-any provision of this Article 8 shall ellminate or
roduce the elfect of this Articls § in respeot of any msiter cocuning, or sy ownse
of action, suit or claim that, but for this Articls 8, would acorue ar eeise, prior to
mmmmmwmpﬁm

Bacrm!tﬂ Article 9, ThmvhmofdnlA:ﬂﬂelmhd&ﬂmh
the provisions of Article 9.

ARTICLES .

SsCTION 9.01. Contracts Not Void, Noommw




meeting of the Board of Directors or commitine theveof which athocizes the
COniract, agreemons, arrngement, transaction, aendment, modificstion or -
termination or solely bocsise his or their votes mxe counted for auch purpose, but
any such contract, agresment, srangement or trangaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be govermned by & provisions of this
Amendul and Resuted Cortificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Daluware Law and other applicabls law. For purposas of this Article 9, the tarms
the “Cerporation™ and “Roshe" have the meanings set forth In Section 6.05.

Secion 9.02. Quorsom. Dhm:ot'mt:omuﬂonwbmdn
diroctors oz officers of Roche may be counted in detanmining the presence of a
quorum al s meeting of the Board of Directors or of & committes that suthotizes

or approves any such contract, agreement, ammangement or transaction (or

amendment, modification or tanminstion thereof). Outstanding shares of Common -

Stock owned by Roche may be eownted in determining the presence ofa quorum
az a meeting of stockholders that muthorizes or approves any such coatract, -
agreemint, arrengement or transaction (or staendment, modification or
termination thercof).

Secnon 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neither Roche nar
any officer or director thereof shall be lisble to the' Cotpomtico or ity stockholders
for treach of my Sduciery duty o Suty of loyalty or fallure to act in (or not
oppased (0) the beat interests of the Corporation off the derivation of ey introper
personal benefit by reasan of the fuct that Roche or an officer of divector thereof
in good fhith takes any action of exercises any rights or gives or withholds any
cansent in conncotion with eny agresment or contract botween Roche and the

~ Corporstion. No vote cast or other action wken by sny person who ia an officer,

director or other representative of Roche, which vote in cast or action i taken by
such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitate an
demmwumuw.mmhumam
such agreemant or contrect. ,

SECTION 9.04. Deeweed Consent b_de’tn. A.nypumormﬁty
purchasing or otharwise acquiring suy interest in eny shares of capital stock of the
Corporation shall be doemed to heve notice of and to bave conseuted to the
provisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Contracts Coversd. Far purposes of this Articls 9, any
mmm«mm&cwmmwuy

R



SECTION 9.06. Binding Fifecs. Neither the alterstion, amendmeat, change
or repeal of any provision of this Article 9'nor the adoption of any provision
incongistent with any provision of this Articls 9 shall eliminaie or reduco the
effiect of this Article § in respect of aryy maiter oocurring, or any cause of action,
sult or claim that, bt for this Articlo 9, would scerus or ariss, prior to such
alterstion, amendment, changs, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provigons of this Asticle 9 are Ln addition to
the provisions of Article 8.

-
L}
*




IN WITNESS WHEREOP, this Amended and Restated Cartificats of
Incorpozation, having besn duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the Gencral Corporation Law of the Svate of Delaware and by the wrilten
consent of the sole stockholder of the Corporation in acoordance with Section 228
of the Gentral Corporation Law of the Stats of Dejaware, hes been exsculed this
22nd day of July, 1999.

By: {s/ Siephan G. Juslsgand
Neme: Q.
Tite: mmmmnuﬂu '
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fRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacidon de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1861)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento piblico .
2. hasido fimado por Harriet Smith Windsor )
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4. lleva el sellotimbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado

en Dover, Delaware ,

el velnticuatro de mayo, A. D, 2005 ;

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254030 )

Sello/timbre 10. Fima

© ® N O o

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL_ PRIMER ESTADO:
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ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFIGADO VUELTO A
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.VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1998, A LAS 8 EN PUNTO DE LA
MARANA.




CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentsach, Inc (la "Corporacién®), una corporacién organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporaclén del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacib.n, el fue prasent'ado originaimente el
23 de diciembre de 1086, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido

| supsiguientemante.

Por la presente ss vuelve a redactar el certificado de incorpomciérT de la’

Corporaclén y se corrige aun més para que diga en su totalidad lo que sigue:
ARTICULO 1
El nombre de la Corporacidn es: Gen-enteoh, Inc.
ARTICULO2

La direccion de la oficina registrada de Ia':l Corporacion en el Eatado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castie, Delaware 19805. E| nombre de su agente
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

FLIS R I

SECCION 4.01. Acciones de Capitaw(a) la Corporacién estd autorizada a

amitir dog rlarer da arrinnas nia neahan darinnares rmanactivamanta arrlAnae

223



b,raferenciales. por un valor de $0.02 por accion ("Acclén Preferenclal®).
Treciantos millones (300,000,000) ;:le acciones serdn designadas acciones
‘comunes, por un valor de $0.02 por accién ("Acclén Com@n®). La accién coman
de la Corporaclon sera toda de una misma clase.

(b) El ndmero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
‘acciones puede incrementaree o disminuirse (pero no por debajo del nimero del
numero de acclones de las mismas que en su momento estn vigentes) por el voto
afimativo de una mayoria con poder de votacién de las acclones vigentes de la
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las
considoraciongs de la Seccion 242(b)(2) de la Ley de Delaware. -

SECCION 4.02. Accidbn Comdn. (a) Emision y Consideracidn. Cualquier
acclén sin emitir o del tesoro del las Acciones C;omunes puede emitirse para tal
‘consideracién como pueda fijarse “de acuerdo con la ley aplicable cada cierto
tiempo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los acclonistas de las Acciones
Prefarenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberén tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta; Directiva, de los activos de la
Corporacién los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de la Accion Preferenclal no
tendrdn derecho & participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquier resolucién que condiciona la emisién de una
serie de Acclones Preferenciales).

SECCION 4.03. Acclon Preferencial

(a) Series y Limites de Variaciaf@DEINNES iy uier accién no
emitida o del tesoro de las (

tiempo en una o méas series para tal cns r fijada cada
clerto tiempo por la Junta Directiva. Antes 2 € ralquler accién de las
Acclones Preferenciales de cualquier serid, p , 80 deberd presentar un

certificado ante ei Secretario de Estado “de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que ir4n anexas
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ﬁartichlares de las acciones de tal serie (silempre y cuando no sean inconslstentes
con las condiciones de este Articulo 4 aplicables- a todas las series de Acciones

Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

(i) la designacién distintiva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de constituir tal serle, numero que puede Incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida (pero no por debajo del nimero’ de acclones de las
mismas que estdan vigentes) cada cierto tiempo por una acclén semejante
de la Junta Directiva; )

(Ei) la tasa anual de dividendos a pagar sobre las acclones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagarén tales dividendos y le
focha a partir de la cual los dividendos saré:n acumulativos en el evento que
la Junta Directiva determine 4ue los dividen;los seran acumulativos;

(i) si la serie tendrd o no deréchos de voto, ademas de los
derechos de voto provistos por la ley, y de ser asl, los tdrminos de tales
derechoe de voto; '

(iv) si tal serie tendra o no privllegl_igs de conversién y, de ser asl,
los términos y condiciones de tal conversién, incluyendo, pero sin estar
limitado a, la condiclén para ajuste de la tasa de conversion en tales
eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

(v) si'las acciones de tal serie ser;;in o nQ redimibles y, de ser asl,
los términos y condiciones de tal redencitn, [adRiEe

las cuales o después de Ias cuales ) ‘o"’«‘ y la cantidad a
pagar por accién en caso de regeteiSNTENEMY qué\vanyra bajo diferentes
condiciones y en diferentes fexypmuspade

(vi) sital serie tendra o g u&' g0 ¢ ipversion para la redencién
o compra de acciones de esa serie Y, dé§pr'Bs!, los términos y la cantidad
de tal fondo de inversién;



los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa
serie; y

(viii) cualquier otro derecho relativo, preferencia y limitacién de tal
serie. -

ARTICULO 5 -

SECCION 5.01. Enmiendas a jos estatulos por los Directores. (a) En
adicldn y no limitando los poderes conferidos por festatuto&.- la Junta Directiva esta
‘expresamente autorizada para hacer, alterar, enrlnendar. rechazar y rescingir los
estatutos de‘la Corporaclén, sujetos a las secciones 5.01(b) y 5.01(c) a'
contlnuacion.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.08 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, rep;elerae. o rescindirse por el voto
afirmativo de los accionistas de- capital con da'racho a votar las mismas que
representen mas del 60% de las acciones con derecho a votar las miamas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto'afinmativo de los accionistas de
capital con derecho a votar las mismas que representen mds del 80% de las
‘acciones con derecho a votar las mismas. |

[ +]

SECCION 5.02. Enmienda del Certificado de Incorporacién. La seccidn
5.01 (b) de este Certificado de Incorporacién solo puede ser glierada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afimativo de’ los, ‘/\
derecho a voto sobre la misma que represente ’.r : ‘____j,'. e las acciones

con derecho & votar la misma. La sec i ' y 8 de ests
Certificado de Incorporacién solo pued@gifiiehifseanmendiish, Nepelerse, o
rescindirse por el voto afirnativo de los accighBle gfecho a votar

la misma que representen mas del 80% de LG "1_. a8 cef derecho a votar Ia
misma.

ARTICULO 6



allccién preferencial cualquiera de una o més serias de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elélr un nimero espeacifico de directores, por
razén a atrasos en los dividendos u otras condiclones que les dan el derecho a
hacerio, entonces y durante el lempo que continte el derecho (i} el nimero de
directores autorizado de otro modo seré incrementado por tal nimero de directores
especificado, y los acclonistas de tales Acclones Preferenclales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores
adicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (i) cada uno 'de tales directores adicionales
gatvira durante tal termino, y tendré tales poderes :de voto, como se han de otorgar
en las provisipnes pertinentes a tales Acciones Preferenclales o series.y (jii)
slempre que los accionistas de cualquiera de tales Acclones Preferenclales o.
series de las mismas estdn desprovistos de tales derechos a elegir un nimero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acclones preferenciales o $eries, los tdrminos de oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenclales o series,
'que votan como clase, de acuerdo con las condicionaes o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asl
elegidos por los accionistas de tales Acciones Préferenciales o series, terminarén
en adelante y el niimero autorizado de directores serd reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Votaciones. Las elecciones de directores en una reunion
‘anual o especial de accionistas necesaria no serdn por votos escritos a menos que
los estatutos de la Corporacion digan lo contrario.

involucrado en cualquier accién, demanda o Rrgpefo amenazado, pendiente, 0
completado, ya sea civil, criminal, adrninistrativq o investigativo, por razén del
hecho de que esa persona es o fue un director de la Corporacién o es o estaba



permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacién concedido en esta
secclén 6.03 también debe inclulr el derecho a que la Corporacién le pague los
gastos incurridos en conexion cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decisién final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a
indemnizacién conferido en esta secci6n 6.03 serd un derecho contractual.

(c) La Corporacién pueds, por accién de suJunta Directiva, proporclonar
indemnizacién a tales funcionarios, empleados y agentes de’la Corporacién hasta
tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware,

(d) La bomomcién tendra el poder de comprar y mantener un seguro a'
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de fa corporaclén, o esta o estuvo en serviclo por pedido de la Corporacién
como director, funcionario, empledtio o agente de otra corporacién, socledad,
socledad de riesgo compartido, fideicomiso u otra ;empnasa contra cualguler gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
surge de su estado como tal, ya sea sl la Corporacién tiene o no el poder de
indemnizario contra tal responsabilldad bajo la ley de Delaware.

(e) Loa derechos y autoridad conferidos én esta Secclén 6.03 no serédn
exclusivos de ningin otro derecho €l cual cualqu:ier otra persona pueda tener o
‘adquirir de aqul en adelante.

(f) NI la alteracidn, enmienda, rechazo o rescisién de esta Secclién 6.03, nl
la adopcién de ninguha condicién de este Certificado de Incorporacién o de los
pAa\e Ley de Delaware,
ninguna modificacion de la ley, debe eliminar g i FE¥BRNio de esta Secclon

SECCION 7.01, Seccién 203 de la Loyeé Delaware. Por la presents ia
Corporacién elige no ser gobernada por la Seccién 203 de Ia Ley de Delaware.

%%



ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacion con Roche. Ant[clpdndoae a que la Corporacién
cese de ser un subsidiaria completamente de probiedad de Roche Holdings, Inc.,
perc que Roche (como se deflne en ia seccién 8.05) permanezca slendo un
accionista de la Corporacién, y anticlpandose a que la Corporacién (como se
define en la Seccién 8.05) y Roche puede entrar en actl'v!dados o lineas de
negoclos semejantes o similares y tener un interée en ldés mismas dreas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i} los beneficios a ser
‘derivados por la Corporacién a fravés de. ‘sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funclonarios y
directores dekRoche como directores de la Corporacion) y (i) las dificultades
concomitantes a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situaciéh particular, las condiciones de
‘este articulos 8 se establecen para regular, deﬁnir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacién ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilldades de Ia
Corporacion y sus funcionarios, directores y accionistas en conexién con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Z_S__imilarqs. Excepto que Roche
‘Holdings, Inc. pueda de otra forma acordario por escrito,

(a) Roche no tendrd ei deber de abstenerse de entrar directamente o
indirectamente en actividades de negocios o lineas de negocios semejantes ©
similares a |las de la Corporacién, y

(b) nl Roche ni ninguno de sus funcionarigagfRa {or de la misma serd
responsable a la Corporacién o sus accionis Yuier deber fiduciario
por razén de alguna de tales activig pyrticipacion de tal

materia potencial que pueda ser una opoiunigd-Corporativa tanto para Roche
como para la Corporacién, Roche no tendrd el deber de comunicar u ofrecer tal
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que Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica Informacion
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la. Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En el evento que un director,
funcionario o empleado de la Corporacién quien también es director, funcionario o
empteado de Roche adquiera conocimiento de una transacclén-o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
esta transaccién o materia potencial es propuesta por un tercero o es conceblda
'por tal director, funcionario o empleado de Ia -Corporacién o no), tal director,
funcionario o empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad comgrativa
a la Corporacién o0 Roche como tal director, funcionario o empleado los consldera'
aproplado bajo las circunstancias de su discrecién, y tal director, funcionario ©
empleado no serd responeable a la Corporacién o sus acclonistas por violar
ningtn deber fiduciario o deber de fealtad o faltar en actuar en (o0 no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacién o la -derlvacidn de ninglin beneficio
personal inapropiado por razén-del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofrecid tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacién) o no comunicé informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacién o {ji) Roche busca o adquiere tal'oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a.otra persona o no comunica
informacién respecto a tal oportunidad oorporativa' a la Corporacidn.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adqulera
algun Interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido

......

SECCION 8.05, Definiciones. R
Articulo @ solamente, (i) el término “C{HRN ‘5 | SRYNIRCar]IA Corporacion y
todas las corporaciones, sociedades, Y3t Ue-Tiget B pgrtido y otras

indirectamente) cincuenta por ciento o mad, We Jg¥*§oecfones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, 'y (i) ol t& “Roche” debe significar Roche
Holdings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo



define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1834, como
se enmendd) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.08, Finalizecién: Efecto Obliﬁanta. Son consideracion con
nada en este Certificado de Incorporacion que lo contradiga, las condiclones
anteriores de este Articulo 8 deberdn expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acclones Comunes que representen-al menos 5% del
nimero de acclones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporacién y nadie
que se director o funcionario de la Corporacién sea también director o funcionario
‘'de Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteracién, elnmienda; cambio o rechazo de
alguna de las hcondiciones de este Articulo 8 asl como tampoco ninguna condicién
de este Coertificado de Incorporacion Enmendado y Vuelto a Redactar'
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminaré o reducird
ol efacto de este Articulo 8 respecto a cualquier mataria, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo que, ékcepto por e:;;te Articulo 8, pueda acaecer o
surgir, antes de tal vencimiento, alteracion, Bnmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Articulo 8. Las condiciones de este Articulo son
adicionales a [as condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningdn contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquier enmienda, modificaclén o finallzacién de los mismos)
entre la Corporacion y Roche serd nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cualquigra de los directores o
funcionarios de la Corporacién quienes estan aﬁllad el " e estdn presentes en

______

‘o0 participan en la reunién de la Junta Directiya/509 glsma que autoriza
el contrato, acuerdo, armeglo, transac 2t o finalizacién o
solamente porque 8u 0 sus volos se cuaiquiera de
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccipn modificacién o
finalizacién del mismo) estard gobemado Per, de este Cerificado de
Incorporacién Enmendado y vuelto a Reda statutos de la Corporacion, la

Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para ;;ropdsitos de este Articulo 9, los
témminos “Corporacién” y "Roche” tienen los significados establecidos en la



SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corporacibn que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
.presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cuaiquier enmienda, modificacién o finalizaclén del mismo). Las acciones vlgéntes
de las Accionea Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunién de acclonistas que-autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o cualquler enmienda, modificacién o
finalizacion del mismo). i

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Rgche ni

ningln funcionario o director de la misma seré regponsable ante la Corporacién o'

sus accionistas por violar cualquiera de los deberes fiduclarios o deberes de
isaltad o por fallar en actuar en (o no oponerse a) los mejores intereses de la
.Corporacién o por derivacién de cugiquier beneficio peraonal por razén del hecho
que Roche o un funclonario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accién o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y [a Corporacién. Ningan
voto dado u otra accién tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el volo o accién es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacién, constituird una
accién de o el ejercicio de un derecho o un consentimiento de Roche para los
propésitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se
considerar que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algln interéds en cualquiera de las acciones de capits

g8\ Corporacién ha tenido

por ciento 0 mas de las acciones con voto™foderes de voto o intereses de voto
similares vigentes se considerard un contrato, acuerdo o transaccién con la

ra 2
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SECCION 9.08. Efecto obligants. Ni la alteracién, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condiciones de este Articulo 8 nl la adopcién de alguna
condicién Inconsistente con cualquier condicién ide este Articulo 8 eliminard o
reducind el efecto de este Articulo 9 respecto a cualguier materia que ocurra, o
cualquier causa de acclén, demanda o reclamo que, a no ser por ests Articulo 9,
pueda acaecer o surgir, antes de tal alteraciéon, enmienda, camblo, rechazo o
adopcion. -

SECCION 8.07. Arifculo 8. Las condiciones de este Articulo 8 son
adicionales a las condiciones del Articulo 8.

——

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion

Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware y

por consentimiento escrito de el Gifico accionistd de la Corporacién de acuerdo

con la secclén 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julio de- 18989.

GENENTECH, INC.
Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretaria

A b,
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g\phﬁﬁﬂp

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of Amarica
This public document: . -
has been signed by Harrilet Smith Nindsor

acting in the capacity of Saczotaryf of State of Dalaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

ertified

=

at Dover, Dalaware
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254031

Seal/Stamp:
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STATE OF DELANARE
SECRETARY OF STATE

’ - DIVISION OF CORPORATIONS

FILED O05:00 PM 03/13%/2000

.., A el 001245851 ~ F112349
' CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Geaentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of tho Statc of Declawarc.

DOES HEREBY CERTIFY:

- FIRST: That at a mescting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly

adopted setting forth a proposed mmendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be sdvisable and calling a
meeting of tha stockholders of sald corporation for eonndennon therebf. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(s)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows: -

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Carporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred miltion (100,000,000)
sharcs shall be designated preferced stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be all ofoneclm ”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware. '

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said

. amendment.

n'i WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. hus caused this Certificate of Amendment 1o be
signed by Stephen G. Juslegaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

Ts841
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TRADUCCION AL ESPARNOL del Certificado de Incorporacién de Genentsch, Inc.

APOSTILLA
(Convencidén de La Haya del § de Octubre de 1861)
1.  Pals: Estados Unidos de América
Este documento puablico .
2. ha sido fimado por Harriet Smith Windsor )
3. actuando en capacidad de Secretaria de Eétado de Delaware
4.  lieva el selloftimbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado

5. en Dover, Delaware

8. el velnticuatro de mayo, A. D 2005

7.  porel Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8. No. 0254031 ;

9. Selloftimbre 10. Fima

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFIEADO VUELTO A
REDACTAR DE "GENENTECH, INC*, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

*  Hamiet Smith Windsor (Firma)
Harmriat Smith Windanr Sarmtaria da Fetardn
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" SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerd Neoy

CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE: )

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta biractlva--de Genentech, Inc. se
adoptaron deblidamente resoluciones que establecen una enmienda propugsta del
certificado d; Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha oorporaeién'.
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
accionistas de dicha corporacién para consideracion de la misma. La resclucion
establece la enmienda propuesta d@ la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)” del Articulo alll
numerado *4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la sigulente manera:
f o .
SECCION 4.01. Acciones de Capital.- (a) la Corporaciébn estd
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivaments, acciones preferenciales y acciones comunes. El
nimero total de acciones que la Corporacién esta autorizada a emitir
es de setecieritos millones (700,000,000) de acciones. Cien millones
- (100,000,000) de acciones aerin; de adas acciones
preferenciales, por un valor de $ "\ ecién  ("Acclén

Preferencial’). Seiscientos milloaeigly de acciones
/__(t Iy )

serén designadas accioneszgs RS 5
accién (“Acclén Comin”). e 4 {300 pohacion seré
toda de una misma clase. : e

g resolucion de su Junta Directiva,
la reunién ordinaria de acclonistas de dicha corporacién se convocd debidamente
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debldamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no serd reducido bajo o por razén
de dicha enmienda -

[
L

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea fimado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Tltulo: Vicepresidents, Consesjo
y Secretarfa General.
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Apuostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document: -
hag been signed by Harriet Smith ll:l.ndsor L

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Wertified

L
" .

at Dover, Daelawara
the twentpy-fourth day of May, A.D. 2005
by Sacretary of State, Delaware Department of Stata

No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Signature:
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“ Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH NINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THRE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTERNTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39
O'CLOCK P.M.

2112549 S BENT TCATTON ! 3800387

050426506 DATE: 05-24-05



State of Delsware
P ) " mlann of State

D

tiomm
Dalivased 07:44 0d/16./2004

FIIED 07:39 P 04/1

CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENSRV 040281669 - 2112349 Foix

OF AMENDED AND RESTATED
CHRTIFICATE OF INCORPORATION

Genenlech, Inc., & corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Stats of Delaware,

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direclors of Genentech, Ing. resolutions were duly
IdopledmgforﬂlamwdmmdmmtofﬂleAmndeduﬂRﬂtMGuﬂfnﬂeof
Incorporation of said cosporation, declaring said amendment to bé advisable snd calling »
meeting of the stockhaldars of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:
RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amonded by chenging SechmiOl(a)'of&eAﬂ:cleﬂmaofmmbemdﬂ"nlhﬂ.umded.
sudSectlondfuldArdchlnllbeuﬂmdufollm
Section 4.01. Capital Ssock. () The Corpovstion is. authorized 10 issbe two classes of stock w be
designated, regpectively, prefarrad siock and common stnck. The toral number of shares which the
Corporstion [s suthorized to issve is three billion ore hundred million (3,100,000,000) abmares. One hundred
million (100,000,000) shares shall bo designated preforved stock, par value $0.02 per share ("Prefiarred
Stock"). Three billion (3,000,000,000) Shares shall be designated common sinck, par value $0.02 per shere
("Common St0ck™). Tha commmwa stock of the Corpuration shall be aft of one class.

SECONTI): That thereafter, pursuant to resolution of {is Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordarice with

Section 222 of the Genera! Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
mrynnmbuonhmumqmredbymmmvolcdmﬁvaronbemdmt

THIRD: That sald amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: Thnthocap:tnlofmdoorpmnonshnllnothareducedunduorbymofnid
amendment.

IN WITNESS WHEREOF:, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendment
lo be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day of April, 2004.

GENENTECH, INC.

By: W
Nume: Slephen sga

i -' President. Geners) Counsel




TRADUCCION AL ESPANOL cial Certificado de Enmienda de Genentech, inc.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento pulblico .
2. ha sldo fimado por Harriet Smith Windsor )
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4. lieva el selloftimbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado
5. en Dover, Delaware
8. el velnticuatro de mayo, A. D. 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8.  No.0254033 '
'9.  Selioftimbre 10. Flma

Harriet Smith Wingdsor (Firma)
Secretaria de Estado
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DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICAD® DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A. D. 2004, A LAS 7:38 EN PUNTO DE LA TARDE.

Hamiet Smith Windsor (Firma)

Harmiat Qn-ﬂfh Windror Sarrataria da Frtardn
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" CERTIFICA POR LA PRESENTE: *

CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacioén organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

PRIMERO: Que en una reuniéon de la Junta Directiva- de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propugsta del
certificado d; Incorporacidn Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporaciér'\.
declarando dicha enmlenda como aconsejablé y llamando a una reunién de
accionistas de dicha corporacidn para consideracién de la misma. La resolucion
establece la enmlenda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta comporacion se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)” del Artlculo alll
numerado ‘4” tal que, como se enmienda, dichg Seccion de dicho Articulo se lea

" de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) Ia' Corporacidon esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
nGmero total de acciones que la COrporar.éibn esta autorizada a emitir
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) de acciones. Cien

. millones (100,000,000) de acciones serdn degignadas acciones

designadas acciqnes comun@Bo
("Acclén Comin”). La accior\SHBGIC
una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo‘gofle”"resoluclén de su Junta Directiva,
ia reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocd debidamente



- TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Secclén 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTQ: Que el capltal de dicha corporacién no serd reducido bajo o por razén
de dicha enmlenda : >

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Iinc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea fitnado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funclonario Autorizado, este 16 de Abril de 2004.

——

GENENTECH, INC.

< Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidents, Consejo
y s_ecratarla General.
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document: -
has been signed by Harriet Smith N.'l.ndlor .

acting in the capacity of Secretary of State of Delawvare

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified |

)

at Dovar, Dalawara
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254032

Seal/Stamp: 10. Signature:

[ g

&hy



iy

N T

N 09

o Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELANARE, DO HEREBY CKRTIFY THR ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.“, FILED
IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.N.

PG S Windior. Secremry
2112549 SUTHENTICATTON: 3900386

050426506 DATE: 05-24-05
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' CERTIFICATE OF AMENDMENT 20
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genemtech, Inc. & cofporation organized and existing under and by vimue of the Genenl
Corporation Law of the Stute of Delaware.

DOES HEREBY CERTIJFY:

FIRST: Thar at a meeting of the Board of Direciors of Génentech, Inc. tesolurions were duly
adopted seiting forth a proposed amendment of the Amended aad Restmed Cesmificatc of
Incorporation of said corporation, declaring suid amendment to bk advisahle and calling a
meeting of the stckholders of said corporation for consideration thereof. The resolution scwing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended und Resued Centificate of Incapomlon of thix corporation be

amended by changing ~Section 4.01(a)"”" of the Article thereof numbered ~4™ 350 that, as amegded,

aud Scorion of anld Article shall be and read as follows:

“Section 4.0). Caphal Stock. () The Corpbeation is authorizad 10 issue
two clasies of stock o be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 1o issue is
one bdillion three hundred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designarcd preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share (“Common
Stock™). The Common Stock of the Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directars, the regular meeting
of the stockholders of said corparation was duly called and beld upon aotice in accordance with
Section 222 of the General Corporution Law of the Stte of Delawure st which meeling the
necessary number of shares as required by starute were voled in favor of the ameadment.

THIRD: That suid amendment was duly sdopied in sccardance with the provisions of Section
242 of the General Corporarion Law of the Stute of Deluware.

FOURTH: That the cupital of yuld curporation shall not be reduced under or by nsason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc, has caused this Certificute of Amendment 1 be
signod by Stephen G. Juclsgaard, an Authorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

il Counsel

W7
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.TRADUCCION AL ESPANOL del Certificade de Enmienda de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América

Este documento piiblico E .

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor )
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

‘Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254032 .

Selloftimbre 10. " Fima

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado

2l



DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
.UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO ‘DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

. Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriat Smith Windrnr Sacmtaria rla Fatadn
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CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL

CERTIFICADO DE INCORPORACGION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE: )

PRIMERO:; Que en una reunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se

adoptaron de?ldamente resoluciones que establecen una enmienda propuegta del

certificado de Incorporacién Coregido y vuelto a,Redactar de dicha corporacién,
‘declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
acclonistas de dicha corporacion para consideraclén de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta dé'ia sigulente manera:

RESUELVE, que el Certificado. de Incorporacién Comegido y vuelto a Redactar de
esta corporacidon se enmiende cambiando "la Seccién 4.01(a)” del Articulo alll
'numerado *4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de |a sigulents manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capifal. -(a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acclones comunes. El
namero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de mi trescientos millones (1,300,000,000) de acciones. Cien

miliones (100,000,000) de acciones sep; adas acclones
preferenciales, por un valor adgion ("Acclén
Preferenclal®). Mil doscientf de acciones

serén designadas acclones\b¥ S
accién ("Acclén Comun”).
toda de una misma clase.

NEN $0.02 por
Ypetacion serd

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Junta Directiva,
ia reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convoctd debidamente



TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsio en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacidn no seré reducido bajo o por razén
de dicha enmienda -

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea fiimado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

T Por. (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Siacretarla General.




PATENT COOPERATION TRE " Y

sfer
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To:
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
GENENTECH, INC. THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
Attn. Svoboda, Craig G. THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

1 DNA Way SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

South Ban Franciseco, CA 94080-4990
UNITED STATES OF AMERICA

(PCT Rule 44.1)

als

Date of malling
(o ea 01/10/2004

Appicant's ar agents fig reference

P2026R1 FOR FRURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
-

inematonsl sppacaton . EAER Lo ET V= L inematonal tng dem

PCT/US2004/009613

29/03/2004

Appicant 0cT 017 20540.
GENENTECH, INC. GENENTECH, INC. vl g
tEGAL-DERT.

1. The applicant is h notified that the intemational esarch and the writtan apinion of the Inlsmational Bearching
m mﬂm#mwummmmmmw opin

Fliing of amendmants and sislement under Articls 18:
The eppiicant is eniitied, If ha so wishes, io amend tha ciaima of tha Intemational Application (sea Fula 48):
Whan? Tha time imit for fling such amendments ls normaly 2 months from the date of imnamitial of the
Intemational Saarch Report; howaver, for mom deinlia, aaa tha nolos on the ascompanying sheet.

Where? Directy o the Inlamational Bureau of WIFO, 34 chamin des Colombetias
1211 Ganeva 20, Switzeriand, Fascimils No.: (41-22) 740,14.35

For more detalled Instruciiona, s0s the notes on the accompanying shast,

2. The appiicant is heraby nottied that no Internationa! ssarch report wil be established and that the deciaration unds
L mmzxa)nmmwn":nmmbnuu|nmwmmmmwr:r:"mt

3 D With regard o the protest apainst payment of (an} addiionsl fes(s) under Rule 40.2, the applicant s notifiad that

[C] the prots togethar with the decision thersan has been ransmitted 1o the inemational Bureeu ngether with the
appilcant's request o forward the ids of both the protest and the decision thareon to the designatad Offices.

D no declalon has besn mads yet on the protest: the applicant will be notifiad a8 aoon as a dacialon s macis,

4. Ramindars

Shortly afier tha axpimtion of 18 montha from the priodiy dale, the intemational tion will be published by the
intemational Buraau. It the applicant wishes 1o avold or postpone publication, & of withdrawal of the Intemational
application, or of the priorty claim, must reach the intemational Bures as provided in Rulss 8051 and 90bis.3, respectively,
bafore the compiation of the technicsl preparations for international publication. -

Tha applicant may aubmit commanta on an informal baale on the written opinion of the inlsmational Saarching Authorlty to the
Intsmational Bureau. The Inlsmational Bureau will send & copy of such commaents 1o all designaiad Offices unless an
inlsmaiional preiminuy examination report has been or is 1o be astablished. Thaas commanta would also be mada avaliable ©
the public but not before the sxpiration of 30 montha from the priorty date.

Within 18 months from the priority date, but anly in respect of soms designaind Offices, a demand for intemational preiminary
«xamination must be Ead If the applicant wishes to postpons tha entty inid the national phase untll 30 months from the priorty
dllgmomumn ader); otharwies, tha lcant muet, within 20 montha from the priority date, parform the preseribac
acts for entry inio the national phase before those tad Offioss.

in respect of other designaied Ofcas, the #me limit of 30 monthe (or laker) will apply evan H no demand Is fled within 19

Gos the Annex to Form PCTAB/301 and, for deiails about the applicable tmae Iimits, Office by Office, sses the PCT Applicant’s
Guide, Volume |1, National Chapters and the WIPO Intamet alte.

Namse and maliing address of the intsmational 8aarching Authority | Authorized officer
—=_European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2 )
NL-2280 HV Riewljk Catriona Cleere
Tal. {(+31-70) 3402040, Tx. 31 851 epo nl,

Fae (+81-70) 340-3018




. .OTES TO FORM PCTASA/220

mthm:ﬂb.hl:::ﬁ“th“dmmw:MN The
urlll;:'l'nlyul:u-d between thene Noles and thees the lsiier are epplioshle. For more
detaliad inlormation, see also e PCT Guide, a publlastion of

in thass Noles, “Asticle”, "Rula”, and "Sastion” refer i the provisions of tha PCT, e PCT Reguistions and the PCT
Administralive instrustions reapseiively.
INGTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applican has, sfler having recsived the inlsmalional search repart, ane epporbunily 1 smend the dlalms ol e
inbwsnalional lﬂ“hmﬂ“hﬂ.hdmdhm m(!ﬁnl.-'

and drewings) may be amencied dring the inlemational sxamination
mmndblomﬂn.bdhﬁh-u_hﬂﬂcﬁmn.o appiiosnt wanis the latier o be published
for tha purposas of MMI snobhwr remon br the claims belore inlemalional pbulioation.

Furthermere, R should be emphasized that provisional profection ls svallsbie In some States only.

What paris of the iInlemationsl spplcaiion may be ameneled?

Under Artiole 18, only the clabne may be amended.

During the intemationgl phese, the alaime slsn be amended (or futher smended) under Article 34 before
hihnhimmh::n mmﬁummmumm
Arlicle 34 before the inlsmadional Examining Authorlly

inio the national phane, il ol the intemational spplication be amended urder Artiole 28
m,#.M“ pets e i

Whan? MIMMhﬁdeMMnﬁMwHMMI-M

dd-.-!ﬂ-.llmlll-ﬁuh & shouid be noted, however, that the amendmanis wil be conasidered

bean received on fime § they are ndvdbylh M&nnl.huﬂuhdh
“.1;..IIH|IIHII compistion of the technival preparsiions lor inlemnational publisstion

The amendmnsnie only be Sled with the international Bureau and not with the recsiving Offive or the
mmmv-u-nmu “

Whare a demand for inlemational prelimingry sxawinalion has basn/is flad, ses balow.

How? Eithar by cancaliing ans or more eniire dlaima, by adding one or more new claims or by smanding the leat of
on® or more of the dalms e flad.

A replacement sheat munt be submiited for easch shesl of the dalms which, on secount of an amendmant or
amandments, dilars from the sheat originally Sad.

ﬂhmmn:'wn:muwhmmmum
cancelied, nt reruambaring ciher olaims s recpired. cssse where daime are erumbered, st
be renumbarad conssoulively (Adminisirative instrusiions, Beoticn 205{1).

The emendmsnts st be inade in the ianguage in which the international application la o be published.

What dosusounts mustiuay acsampary the amendments?
Latter (Suction 208(h)):
The smanchnanis must be sulsnitied with & leiter.

Tha lstier wil not be published with the intemational appiiestion and the snendad daime. i should net be
confised with the “Statemant under Artisle 16(1)" (see balow, under *Staternent under Article 19(1)").

The lsiter must e in English or French, at the chaloe of the spplicant. However, if the langamge of the
internations] [ the
" ..qlﬂn -Ell-ll. loliter must be In English; if the languags of the intsrnational appleation

Nolws to Form PCTASA/Z20 (irst sheet) (Jaruary 1994)
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NOTES TO FORM PCTASA/220 (con.nued)

the clsim rmepiasss ene & more dlaims & fiad;

0
m
{5) the clsim Is new;
)
) the olain Is the resuli of the divislon of & olaim aa flad,

b inthe
mm_f-mu——hmm- aarpiained

1 m there were 48 claims end alter amendment of some elaimg theve ore §1):
1 i» 29, 31, 22, 34, 35, 37 t» 48 rapiaced by smended slabme baaring the sams mumbens;
dgis 30, B.ﬂlm-‘d._“uﬂhllliﬂ.

2 m There ware 1§ claims snd sfler amendmaent of all daims thare sre 11}
1 o 16 supiaced by amenciad clsime 1 to 11.°

3 IH-IMIHI‘VI-._IM“DIHI'-!IM“h-ﬂ'mm.Hhm
e
‘Gﬁ-ib‘iﬂuwﬁm?bﬂm new alaims 18, 16 and 17 sxded " or
ﬂh?bilnﬁtmdﬁi!ﬂl.ﬂﬂdﬁtdd— unshenged.”

4 various kinds of smendmanis are

an mada):
<10 unchanged: claimse 11 ta 13, 18 and 10 canealied; olaims 1 1l-dil|;l—l smendad
ﬂiqmivmmﬁdmuuuwm:ﬁmn it

"Bistemant under ariinls 10{1)" (Mule 40.4)

The amencmanis may be ascampanied by a sistament explaining the smendmants and indiealing any impast
ﬂllﬂ“-r“nmmqhm-dhmmmﬂhmm

The slaiswent will be published with the intemalional appiisatian and the amencled dlaim,
& mtet be (n fhe language in which the inturastions] qpppiicetian is in ba pubfiaiwd.
& mat be hrisl, not exceasding 500 wordds ¥ in English ar ¥ iranslsted inio Englieh.

R uhauld nol be confused with and dese not replace the leller indissting the diferences belween the daime
s fled aned 8 armanded, R must be fiwd on a separsis sheet and must be identifiad as such by a haading,
prefersbly by using the words "Bisiasnent wxder Artiale 16(1).

R may not contain any dsparaging comments on the inkernelions) search report or the relsmnos of ekalions
conlained in that report. Relerence s clilions, relevent 1o a given alsim, aantsined in the inemalional ssarch
report may be mads only In cormestion with an amendment of that elaim.

Conseguenas ¥ » demand for inlamstinnsl preliminery sxaminsiion has alressly bean flad
I, ak the time of ameniments unier Artisle 10, a demand for inlemational preliminary examinalion

has sirwardy been the applisaint must preferably, dﬂ-mhdﬁ'hmﬂhh
ihnlhnllnn.ﬁobanpyd-ﬂlm-lh intsmational Preliminary Examining
Authosly (sae Ruls 82.8(a), first sentence).

Consequencs with regend o tranaialion of the intermationsd spplicstion for entry into the aational phase

The appliaants siteniion i drawm to the fest thal, whers upon enbry inls Uw nalional phase, & tremiation of the
m-mmmumnmhhmun dasignateciajaciad Ofiees, inatusd of, or
I addiion io, the ranslslion of the dainm as Secd.

For further datalls on the requirements of essh deaignaiedvissted Offics, sse Volums | of the PCT Appliaant's

Nolas to Form PCTAGAR20 (sscand sheet) flanuary 1884}
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PATENT COOPERATIONTRF 7Y

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 end 44)

Appicants or agents fis reforence FOR FURTHER a6 Forn PCTASAZZZ0

P2026R1 ACTION as well as, where applicable, Hem § below.
Inemational appication No. intemasons fling dute (dn#monthyesar) | (Earesd Priority Dee (dmeimonthvyeer)
PCT/US2004/009613 29/03/2004 04/04/2003
Applcart

GENENTECH, INC.

This inemational Baarch Report has been prepared by this Intemnational Gaarching Authority and i tranamiited o the applicant
according 1o Articia 18. A copy is baing fanamitted  the itemational Bursau.

This insmaiional Ssarch Raport consisis of a total of y sheets.
[X]  1tis aiso accompaniad by a cogy of sach prior art document ited In this report,

1. Basls of the report

a. With regard to the the inismational ssarch was carried out on the baala of the intemational application in the
fanguage In which & wds unisss ofharwiss iIndionted under this tism.

[[] Theinamational eserch was caniad out an the basis of a franslation of the Iniemational sppiication furished %
this Autharity (Fule 23.1(b)).
b. [X] With regard o eny nucieotide andier emino soki sequence diaciossd In the intsmational appiication, sse Bex No. 1.

2 [[] Certaincisims wers found unssarcheble (Ses Box Il).
3. [[] unityof invention is lncking {sce Bex Ii).

4. With mgard to the title,
[X] thetextis approved as submitied by the applcant.
[[] the taxthas been sstabished by this Authorlly to read ae folows:

5. Wit regard io he sbetrast,
[[] tetextis appreved as submitted by the appiicant.

the taxt has besn establishad, 38.2(b), by thia Airthority &s it appsars » The applican|
E m.mwmmmﬁ?m'u I\llll)h?'llm!l m-mﬂ. mmrmnwbmmul.

8. With ragerds 1o the drawings,
a. thefigue of the drnsings 1o be published Wit the abetrect s FigureNo, _ 6
[X] essuggested by the applicant.
[[] assemcad by this Authorhty, becauss the appiicant talled to suggest a figure.
[[]  asssincied by this Authortty, becauss this figure bettsr characterizes the invenson.
b. [[] none of the figures is 10 be published with the abetract

Form PCT/ABA210 (firat shaet) (January 2004)
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infemational appiication No.
INTERNATIUNAL SEARCH REPORT

PCT/US2004/009613

Box No.!  Nucleotids and/or amino acid ssquence(s) (Continustion of itsmn 1.b of the first shaet)

1. Wit regard ® any nucisotide and/or amino acld ssquance disciosad In the imemational application and necessary 1o the claimed
invention, the intemational ssarch was carried out on the baals of;

a. typs of material
X | aescuance listing
tabia{s) related 1 the saquence Isting

b. formetol materal
[]  inweien sormat

[ ] moomputer macable fom

c. tma of fingMurnishing
[T] conminedin te nemationai appicaton as med
D fled togsther with the intemational spplication In compuler readabie form
[X]  tumished subsequenty 10 tris Authorty for the purposs of search
2. D in addtion, in the cass that more than one varsion or capy of a saquences Rating and/or table relaiing thersio hae been fBad

or furnishad, the required stalsments that the informetion (n the subssquent or addiional copias (s kientical to that In the
application as flled or dosa not go bayand the application as flled, as appropriais, were fumishad,

3.  Additions] commants:

o TR A AR jsamter i am ol Panl sl JSWV F e e = AR Y



Interaional appiication No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2004 /009613

Box No.IV  Text of the sbetract (Continuntion of kem § of the firat sheel)

The present application relates to highly concentrated antibody and protein form
ulations with reduced viscosity that are stable, relatively isotonic and are of
low turbidity. The formulations are particularly suitable for subcutaneous admin
istration. The application furthar describas articles of manufacturas containing

such formulations and mathod for using them to treat disorders treatable by tha
formulated antibody or proteéin.

The formulations comprise arginine-HCl, histidine and polysorbatea.
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Inbsmational Appiication No
PCT/US2004/009613

1rE T CAGIK39/305  AGIK47/18  AG1KA47/06
//C07X16/18

. According to Intermnstional Patant Classification (IPC) or 1o bolh national casslficasion and IPC

Minimum docunaniation
IPC 7 A6IK

ssarchad (ciamsliication systiem followsd by ciasificytion symbaois)

EPO-Internal,

Elecionic deta base consulted dwing the intemational search (name of data base end, where pracUcel, search terms used)
CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagury * | Chafion of doament, with Indication, whers approprinie, of the relsvant pessages Ralsvant to ciaim No,

X WO 02/30463 A (GENENTECH INC) 1-16,
18 April 2002 (2002-04-18) 18-20,
cited in the application 22-50
figure 3

A EP 1 197 221 A (CHUGAT PHARMACEUTICAL CO 1-50
LTD) 17 April 2002 (2002-04-17)
the whole document

A EP 0 787 497 A (MITSUI TOATSU CHEMICALS) 1-50
6 August 1997 (1997-08-06)
the whole document

A EP 0 909 564 A (CHUGAI PHARMACEUTICAL CO 1-580
LTD) 21 April 1999 (1999-04-21)
the whole document

—f—

m Fusther documents are latad In the continuian of bax C.

E Patent family membars are Bated n stnex.

* Spacial catagovies of chad documants :

A mwﬂ FII=I-¢IID an which s not

E onrler
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¥ EESdsanyen
o ?-IIII‘IMDIIICUGMII , Uaa, sxhibition or

*P* document published prior to the intematicnal
mrmmm":.m fhing dute but

T “mu'-uuheunmm qlﬂnm
cited fo understand the principls or theory undarlying the

Imvolve an invaniive Siap whan the documont s taken sione

“Y" docament of paricular relevance: the clsimed imention
cannot bo considared to invoive an inventive siap whan the

r:.znmwmbl porson sidiad

"&" docunont mamber of the sams palert femily

Dute of the actual compistion of the inksmationsl search Date of maling of the iiemationad ssarch report
17 September 2004 01/10/2004
Name and maling address of the 1SA Authorized officer
Europeen Pulent Office, P.B. 5818 Patanfiaan 2
%Tﬁmm‘mm 851 eponi,
Fax: (+31-70) M40-30% o Wagner, R
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13 February 1997 (1997-02-13)
ctted 1n the application
the whole document

International Application No
PCT/US2004/009613

C.{Coniinusiion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Calegery * | Ciation of documant, with indication, whare approprisis, of he ralavani passages Ralsvant 1o ciaim No.
A WO 97/26909 A (GENETICS INST) 1-50

31 July 1997 (1997-07-31)

the whole document
A WO 97/04801 A (GENENTECH INC) 1-50
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PATENT COOPERATION ™REATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT
WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of malling
(depinanthirear) sea form PCTASAR10 (second aheet)
Appilcents or agents flle reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASAZ20 See paragraph 2 below
Inamational applcation No. imemational filng date (dxyonthymar) Priorty date (capinonthiear)
PCTAIS2004/009613 29.03.2004 04.04.2003

International Patent Cinssification (IPC) or both national cisssification and IPC
AB1K30395, AB1K47/16, AB1K4706

Applicant
GENENTECH, INC.

This opinion contains indications relating to the following items:

Bl BaxNo.|  Bash of the opinion

& BoxNo.ll  Priority .

B BoxNo.!li Non-sstabiishment of oplnion with regard io novsity, inventive step and Industria) applicabliity
O BoxNo. IV  Lack of unity of invention .

& BoxNo.V  Reasoned staisment under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive step or industrial
applicablity; cliations and sxplanations supporting such statement

O BoxNo.Vi  Cerialn documents cltad
O Box No. VIl Cartaln defects in the intsrnational application
O Box No. Vill Certaln observations on the international appication

FURTHER ACTION

¥ a demand for intemational prefiminary examination s made, this oplnion will usually be consldered to be a
written opinion of the Intemational Preliminary Examining Authority ("IPEA”). However, this does not apply where
the applicant choosss an Authorily other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the

international Bureau under Rule 88.1bis(b) that written opiniona of this intemational Searching Authority
wiil nat be so considered.

If this opinion Ia, as provided above, conskiered to be a writtan opinion of the IPEA, the applicant Is invited 1o
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of three
monthe from the date of maliing of Form PCTASAZZ0 or bafare the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires iater.

For furthar optiona, see Form PCTASAZ20.
For further detalis, see notes to Form PCTASAZ20,

Neme end malling address of the ISA: Authorized Officer

Euwopaan Patent Ofice \
ﬁ-ommd Wagner. R l\\jj

Fax: +49 89 2300 - 4485 Telaphonse No. +49 BY 2396-7357
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2004/009613

Box No.! Bagle of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international application in
the language in which it was field, uniess otherwise indicated under this tem.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
language , which is the language of a franslation fumished for the purposes of mternational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andbr amino acid sequence disciosaed in the intemational appilication and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of matarial:

® e sequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
O  in written format
O in computer readabile form
c. time of filingfumishing:
O contained in the intemnational application as filed.
O fied together with the intemational application In computer readable form.
E fumnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. @ In addition, in the case that more than ane version or copy of a sequence listing andbr Iabio relating thereto
has been filed or fumished, the required siatements that the information in the subsequent or additional
w:mwebgm::h:‘dhe application as flled or does not go beyond the application as filed, as

4. Additional comments:
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004/009613

Box No. Il Priority

1. @ The following document has not been fumnished:
B copy of the earlier application whose priority has been claimed {Rule 43bis.1 and 66.7(a)).

O translation of the earlier appiication whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 68.7(b)).

Consequently it has not been possible to consider the validity of the priority claim. This opinion has
nevertheless been astablished on the assumption that the relevant date Is the claimed priority date.

2. [J This opinion has been astabliched as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalld (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date indicated above is conaidered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004/009613

Box No. lll Non-eatablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial

epplicablilty

The questions whether the claimed invention appears t be novel, to involve an Inventive stp (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not baen axamined in respect of:

a
=

the entire international application,
claims Nos. 28-50 (regarding IA)

because:

O 0O

the sald international application, or the said claime Nos. 28-50 (IA) relats to the following sublect matter
which does not require an intemational preliminary axamination (specify):

800 separate shoet

the description, claims or drawings (indicate perticular elements below) or said claime Nos. are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specity):

the claims, or said claims Nos. are 8o inadequately supported by the description that no meaningful oplnion
couki be formed.

no intemational search report has hean established for the whole application or for said claima Nos.

the nucieotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative instructions in that:

the written form O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable foom [  has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details



WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.
PCTAIS2004009613

Box No.V Ressoned statement under Rule 43bis.1(a)() with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity; cltstions and expianstions supporting euch statement

1. Statement
Novely (N)

Inventive step (IS)

Indusirial appiicability (1A)

2. Citations and explanations
soe separste sheet

Claims
Claims

: Claime

Claims

: Claims

Claims

1-50

17.21
1 '1 6. 18‘2°| 22'50

1-27
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/009613
Re ltem |

Basls of the report

The sequence listing filed according to the required specifications was filed after the
filing date and is therefore not considered as being part of the description (Rule 13™.1
(f) PCT).

Re item 1li
Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial

applicabiiity -

1. Claims 28-50 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered
by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Gonsequently, no opinion will be~
formulated with respect to the Industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(1) PCT).

Beliem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following document:
D1: WO 02/30463

2. For the assessment of the present claims 28-50 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracling States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO,
for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of
claims to the use of 2 compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

3. The prior art does not disclose any formulation having the same components, at
the same concentrations, as the formulations of claims 1 and 20. Therefore the
subject-matter of claims 1-50 is novel (Article 33(2) PCT).
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/009613

4. The closest prior art is document D1, in which the applicant discloses (Figure 3) a
formulation comprising: 40 mg/ml of antl-igE antibody rhuMADb E25, 50 mM
histidine, 0.01% polysorbate and seven salts at concentrations between 50 and
200 mM, one of the salts being arginine-HCI.

The difference between the formulation of D1 and the formulation in claim 1 lies in
the higher concentration of the antibody rhuMAb E25 present in the formulation of
claim 1. The technical problem to be solved is the provision of a formulation which
allows a higher concentration of antibody rhuMAb E25, without increasing the
turbidity, and without reducing the stability of the antibody. D1 does not give any
indication that the cholce of arginine-HCI results in a formulation which is less
turbid (figure 5) and slightly more stable (figure 7) than those comprising MgCl, or
CaCl,. Therefore a formulation comprising the high concentration of the antibody
rhuMAb E25 (claims 17,21) involves an inventive step (Articie 33(3) PCT) . The
other claims are however directed to any protein and to any antibody or to other
antibodies. The molecular weights and charge properties of proteins and
antibodies, for exampie IgG compared to IgM, are so variable that it must be
considered that the technical problem is only solved for the antibody rhuMAb E25
and that therefore claims 1-16, 18-20, 22-50 do not involve an Inventive step
(Article 33(3) PCT).

5. Independent claim 8 Is not clear (Article 6 PCT) because the concentration range
-100 mg/ml to 200 mg/ml does not lie within the range of 50 to 200 mM of claim 1,
on which claim 8 is dependent.

6. The claims {(16-19, 21) in which antibodies are designated by intemal
denominations are not clear (article & PCT). The antibodies should be identified by
their sequences.
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REPUBLICA DE COLOMBIA 3}}
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogota,
2020
Doctor{a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO

REFERENCIA Radlicacitn No. 5 99863
Bolicitud internacional US2004/009613
Fecha iniclio fase nacional 04/11/2005

Trimite 11

Evento 378

Actuacién 430

Oficio No. ta n 9

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisitn 486 de la ComlsiSn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacisn Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

l1. La solicitud no contiene 1la coplia del documento en que consta la cesién del
derecho & la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisiém 486.

2. La solicitud ne contiene el podar debidamente otorgado por la sociedad NOVARTIE
AG, con el llenc de los requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes
del C6digo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento
que acredita la existencla y representacién legal de la socledad solicitante.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anterlormente enuncilados.
En caso ée no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perder& su prelacién.

Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinid dejll titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALITX CARMEN CESPEDES DE VERQEL
Jefe de la visién de Nuevas Creaciocnes

El anterlor requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de
fecha_ . - 2005
adpal



