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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT :
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® SOLICITUD DE:
X Petents de Invendion [ Patente de Modelo de Utilidad
X cepiuio . ] capitulo 1.
@ Nombre: WYETH IDENTIFICACION

Direccidn: Five Glralda Fanms, Madison,
Estado de New Jerssy 07940,

SOLICITANTE Estedos Unidos de América. ce. J nw~Nm [0
(1) Neclonalidad o Domicllio: Madison, Estado| C-E- [] owr [

de New Jersey, Estados Unidos de América.

Lugar de Constitucién: Estado de Delaware,| Cual
Estados Unidos de América.

Teléfono: 3264270  Fax: 6088701 Nimero
E-mail: Jlicco@lioredacamacho.com

@ Nombra: ALICIA LLOREDA RICAURTE

c.c. % M [
Direccién: Calle 72 No. 583 Plso 5°%| C.E. Otro
REPRESENTANTE Bocotd, Golormble U
O APODERADO ul
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual

Ndamero 38.680.713 TP §3.215

E-mall: [licco@lioredacamacha.com

®

Nombre: LI, Li; KANTOR, Angela y MACMILLAN, Shannon, B.

INVENTOR(ES)  |Direccidn: 32 Pokonoket Avenue, Sudbury, MA 01778; 118 South Road, Pepperell,
(72) MA 01463 y 63 Worcester Road, Hollls, NH 03049,

Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidoe de América.

@ PCT (88)
Solicitud Internaclonel No. _PCTAUS2006/028861 Fecha: _12/08/05
Publicacién Intemacional No._\c_v_o_zo_mmszAi Fecha: _23/02/06
Thtulo (54
0(54) “FORMULACIONES PARA ALMACENAR PROTEINAS”

(@ Cclasificacién Internaclonal (51) GO1N 33/531

Prioridad [33) Pals de Origen | ___(32) Fecha 131) Nomero de Sofichud
' S 13/08/04 60/601,311 '
siD no[] v

Comprobante de Pago No. _(07-1,084 Fecha: 5 de Enero de 2007




( ANEXO0S N

& Comprobants de pago de la tasa de presentacidn de la solicttud.
m Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
E Documento de Representacién Legal.

D Documento de ceelén del invantor al solicitante o a su causante,
|:| Daeclaraclones.

D Copla de Ia solicitud intemacional. (Resumen, descripcldn, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examan
Praeliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.

EI De ser el caso, copla del contrato de acceso.

|:| De ser ol caso, documento que acredite la licencia o autorizaclén de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. ’

De ser ol caso, informacién sobre otras solicitudes de patents o titulos obtsnidoe en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta sollcitud.

[[] De ser el caso, modificaciones efectusdas a la solicitud intemacional.

E Otros: reporie de blsqueda intemnacional con su fraduccién, publicacién con su traduccidn y opinlén
escrita de la autoridad de baaqueda Intemaclonal con su traduccién

@ FIGURA CARACTERISTICA:
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El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en €l contenida.

Qs
CIA LLOREDA RICA

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-11-08-582
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacién Legal, documento escrito eri inglés y en
espafiol. '

Certificado Notarial (sociedad), documento tambié&n escrito en inglés y en espafiol.

TiEa,

Marilyn L. Mitchell 2w
Notario Plblico, Estado de New Jersey
Mi Comisién Expira el 6 de febrero de 2005
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APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América
Este documento pablico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchell -
actuando como Notario Publico de New Jersey -
lieva el sello/estampilla de Marilyn L. Mitchell, Notario

CERTIFICADO )
en Trenton, New Jersey 6. eldia 7 de octubr:de 2004
por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey )
No. A210247 0 Novin
Sello/Estampilla
Hay un sello dorado.
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en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo Traductora Oficial, Res.
2177 de 1988, Ministerio de Justlcla Republlca de Colombia. TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 23177

p—
ANITA ESCOBAR DE TAMA
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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:

" MARILYN L MITCHELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMF OF:
MARILYN L MITCHELL, NCTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 7TH DAY OF OCTOBER 2004

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. A210247

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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. ing ebajo -irmados,

e

WYETH, una sacledad
organizada y existente de conformidad con las loyes

. del Estado de Delaware, Estados Unidos de América.

con domiclio an Five Giralda Farms, Madison,
Estado de New Jersey 07940,
Estados Unidos de América

nombramos por ol presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYOQ y/o IGNACIO SANTAMARIA

.ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogota,

Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, piso 80., nuesiros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para reclbir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
axtrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
parfigrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquisra de ellos
designe, quedan especlaimenta facultados para
representamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, Judiclales o de policia, en todos los
trAmites relativos a la propledad Industrial, a cuyo
efecto los facullamos pare dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declareciones, reclamos,
recurscs Yy presentar desistimientos; formular
descripclonas, enmiendas, limitar el alcance de las
soliciiudes, presentar oposicionas Yy npslaclonal.
Instaurar  cancelacionss, renuncisr total
parciaimente a los registros, abonar todos Ios
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pego
determinado por la ley; recibir fodos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; lenar
cualesqulsra otros requisitos y fomar, en fin, todas
las madidas que creyeran conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados pera tomar intervencién como
demandaniss o demandados ante los Jueces que
sean competentes, pudiendo transer, someter a
érbltros, deslstir, percihlr y apelar, con todes las
demas facultades que resulten necesarlas, y por el
presents declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cuslquiera de ellos nombre hicleren en nhuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO Yy/o IGNaCIO
SANTAMARIA yio ENRIQUE ALVAREZ, pars
soliciter en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizaci6n de este documento y de walquner
poder que cuslquiera de ellos olorgue a norhbre
nuestio. v

Dado y firmado

The undersigned, WYETH, a corporation organized
and existing under the laws of State of Delaware,
United States of Amarica.

domiclled at Five Giralda Farms, Madison,
State of New Jersey 07940,
United States of America

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVQO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our trus and legal representatives in Bogota,
with power to recelve nolifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed,. are espsclally empowered to
represent us before the adminisirative, judicial or
police authorites of Colombla, In all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the necessary steps for tha sald end; to flle petitions,
declarations, claims, recoursss and withdrawsls, to
draw up specifications; to file amendments, -to !imit
the scope of epplications, flle oppositions; file
cancellations total or partially walve regisirations, to
pay all Instaliments and effect all other payments
prescrbed by lew; to receive proper receipts, to
comply with all other requiremenis and, In short, to
take ali those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, as compiainants as well as defendants, before
the competent Judges, with full powers to make
armangements, to submit to arbitretors, to desist, to
collect, to appeal and In lhort. with all such further

!
"“'m 3
l\
% of any power
of atiorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Indusirial Property.

Given and signed this: _6th _dayof October 2004
Wyeth

for probcollzatlon of |h|l

Assglstant Secretary



CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

*

Estados Unidos de América

Estado de New Jersey {es

Condado de Morris .

H? de Octubre de 200 4 compareci6
William H. Calnan a qulen conozco y

de qulen me consta que firmé el antador documento,
y quien debldaments juramentado declard y djjo que
ol os

de WYETH la compaiila nombrada en el documento
que antecede, una socledad debldamente organlzada
y existents conforme a las ieyes del Estedo da
Delaware, Estados Unidos de Américe, domiclliada
en Ila cludad de Madison, Condado de Mormis,
Estado de New Jeorsay, Estados Unidos de América,
legalmente constitulda para un periodo de duraclén
que aln ho ha terminado, que ejerce su objeto social;
conforme a les leyes del Estedo de Delaware,
Estados Unldos de América; que el declarante esté
autorizado por dicha Compalila para conferir este
poder: que el sello estampado por &l al ple de tal
poder, en nombre y an representacién de la
expresada Compafiia, es ol sello oficlal de ella; y que
ol objeto pera el cual se conflere ests instrumento
estd comprendkio dentra del de la socledad.

El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién filmados en Madison, Estado de New
Jarsey, con facha 4 Febrero, 1926 , y
ceriifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracién juramentada es
prueba suficiente de que ios_hechos sobre que ella
varsa son ciertos 0 verdad_e_r;%de lo cual da fe.

Notary Public {Notario Publico).

tlu)nn (‘o\\o 1, 7"‘
((-;-L: \'o Y "o[)\\

.NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America
State of New Jersey {es
County of Morris

Onthis 6th dayof October 2004, personally
came, Willam H. Cainan
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swomn did depose and say that he s the
Assistant Secretary of WYETH the eompnnynamod.
within, a Cosporation organized and existing under
the laws of Siate of Delaware, Unitad States of
America, domiciled at the CRty of Madison, County of
Morris, State of New Jersey, United States of
America, legally constituted for a period of tenure not
yet explred, which exercises Iis purposes
according to the laws of Stale of Delaware, Uniled
States of America; that the deponent Is authorized by
sald Company to confer this power of attomey; that
the seal affixed hereunto by the deponent In the
name and on behalf of sald Corporation Is the
corporate seal thereof: and that the purpose for which
this instrument Is granted Is included within the
carporate purposes of the Company.
The undearsigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation executed at
Wimington, Delaware U.S.A. under date of
February 4, 1826, and hereby certifies that under the
laws of sald State the foregoing acknowledgment is .. ‘
sufficient proof that the facts thersin contained are
true, which he attests.

A Mﬂh £ \"M%P

MARILYN L. MITCHELL
NOTARY PUBLIC STATE OF NEW JERSEY
My Cammisaion Expires Fetruary 8, 2005
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

, ferenc - I PARA FUTURAS ver Forma PCT/ISA/220
;.ganl‘;mlawg;mm'e ° ACCIONES asi como, dande aplique, ¢l item 3 & contimuscion.
Solicitud internacional No. - Fecha de registro intemacional (dis/mes/afio) Fecha de Prioridad (Primera) (dio/mex/afio)
PCT/US05/28861 12 de Agosto de 2005 (12.08.2005) 13 de Agosto de 2004 (13.08.2004)
Solicitante
WYETH

Exte reporte de bisqueda internacional ha sido preparado por ests Autorided de Bisqueds Internacional y es transmitido al solicimnte
segin el Articulo 13, Uns copia serd transmitida a In Oficina Internacional.

Este Reports de Bisqueda Intomacions] consta de un totalde .2 hojas.
También cstd acompafiado de una capia de cads documentn ticnico antarior citado en exte reparie.

1. Buses ded Reporte

o Respecto ul lengnaje, Ia bilsqueds internacional fue lievada & cabo con buse en:
In salicitud internacional en el lengusje en &l cual s= presentd.

[ una traduccién de 1n solicitzd intemacional e , In cual e el kenguaje de una traduceidn
proporcionsada par los propésitas de bisqueda intemacional (Reglas 12.3(s) y 23.1(b))-

b.D Respecio o una secuenela de dcido nucledtido y/o amine revelado en 1a solicitud intemnacional, ver Casilla No. 1.

2. [ Clertas retvindicaciones ne pudiersa localtzarse (Ver Casills No. 1)

kR D Falta unidad de lavencldn (ver Casilla No. IIT).

4. Respecto al titulo,

DX Bl texto es aprobado segiin lo presents f solicitante.
Estn Autoridad ha estsblecido que el texto se lea aaf:

5. Respecio al resomen,

E El texto es aprobado segiin Io presenta ¢ solicimnte.
Esta Autoridad ha establecido ¢l texto de scuendo con Ia Regla 38.2(b), segin aparece en Ja Casilla No. IV, El solicinte puede, un

mes despuds de In fecha de haber enviado por commeo exte reporte de bisqueds internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.
6. Respecto & los dibujos,

2. La figura de los dibujes que sc publicank con el remumen es la Figurs No.

[} como o megirid ol acticitmmte.

[[]  como toscleccions erta Autoridad, porque o solicitante no sugirid una figurs.

como lo saleceiond esta Autoridad, porque esta figura caracterizs mejor a e invencidn.
ninguna de las figurss 3 para ser publicads con & resumen.

P
X1

“Forma PCT/BAZI0 (primers haje) (Al 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US05/28861

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC:  AGIK 39//395(2006.01); CO7K 16/00(2006.01)

USPC: 424/130.1; 424/138.1; 5307350

| Seggim Ia Clasificacidn de Patente Internacional (IPC) o segin Ia clasificacién nacional y la IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

U.S.: 424/130.1; 424/138.1; 530/350

Documentacidn minima buscada (sisterma de clasificacidn midndulnhludeclniﬁwih)

Documentacion buscads fuera do documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

EAST, WEST, DIALOG, MEDLINE

Base de datos electninica comsuliads durarnte In xisqueds internacional (nombre do Ia base de datos v, donde sea prictico, buscar términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

9 de Febrero de 1999 (09.02.1999) ver documento completo

Categoria® | Citacién de documento, can Indicacién, dande sea spropiado, de los textos relevantes Relcvamc a Ia reivindicacion No.
X US 6,267,958 Bl (ANDYA y col) 1-5, 7-21, 25-55
31 de Julio de 2001, (31.07.2001) documento completo
6,24
X WO 98/56418 (LAM y col) 1-55
17 de Diciembre de 1998 (17.12.1998) ver documento completo
Y US 5,869,053 (STERN y col) 6,24

En &l recuadro C se enumneran mils documentos.

|| En el anexo se enurmeran miembros de la familla de patentes,

' Categorias especiales de documentos citados:

'A' documento que define el estado general de In técnica ¢l cusl no se
contidera de relevancia particular

'E' documento anterior pero publicado en o después de In focha de

presentacién internecional

'L’ documanto que puede arrojar dudes gobre reivindicaciones de
prioridad o que se ¢ita para establecer I fechs de publicacion de otra
citacion u otra axdn especial (scgin se capecifics)

‘0" documento que se refiere a una revelacién orul, uso, exhibicidn u
otroa medios

P documento publicado antes de la fechn de presentacién internacional
mdﬂ_pu_ﬁdellhhd:mmdldmnndlﬂdl

T documento posterior publicado después de Is fecha de presentacidn
imternacional o fecha de prioridad y que no estd en conflicto con Ia
sollciud pero citado para entender ¢ principio o teorla que sustents
ia invencidn

X" docurnento de relevancia particular; In invencidn reivindicuda no
puede considerurse nucva O no pusde congiderurse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se torma solo

Y documento de relevancia particuler; Ln invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el

documenin se eombina con uno o miis documentos, siendo dicha
combinacidn obvia pars una persons experts en In ticnica

'%' documento miembro de ia misma familie de patentes

Fecha de 1a terminacidn resl de la bilsqueda internacional

Fecha de envio por correo del reporte de bisqueda internacional

Alexandria, Virginia 22313-1450
Facaimile No. (571) 273-3201

29 de Septiernbre de 2006 (29.09.2006) 1 DE DICIEMBRE DE 2006
Nombre y direccion de correo de ta [SA/US

Magil Stop PCT, Atin: BA/US Funciongrio autorieado

Comisionado para Patentey

P.O. Box 1450 Yunsoo Kim

Teléfono No. 571-272-1600

“Forma PCT/ISA/Z10 (segunds hojs) (Abril 2005)

A
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PATENT COOFPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
{PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Appllcant’s or agent's fils reference FOR FURTHER 320 Porm PCTIBAZZID

00356119.00164WOI ACTION & wall as, whern applicabla, kaen § below,

Internxtional application No. internstional flling date (daymonthear) | (Burliest) Priority Date (daviuonih/war)
PCTRIS0S/2806) 12 August 20035 (12.08.2005) 13 Anguat 2004 (13.00.2004)

Appl-'llll

WYETH

This intemational search report has been prepared by this international Searching Authority and s ransmitied to the spplicant
acconding to Asticle 18. A copy is being tranamitted to the International Bureau.

This Intemational szarch report conslszs of a total of & mhbets.
It is also accompanied by & copy of each prior art document clted n this report.

1. Basls of the Report
' ngdhhw.himﬂuﬂ-&muﬁdmnhhhcﬁ

the [ntemationsl application |n tha langnags In which it was filed
a tranglation of the internatinaal appliesiion inip , Which s the language

of u translation furnighed [or the purposes of latemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))
b.D Wilh regard 10 sny sacieotide nnd/or nwmine neld sesuence disclosed in the iniamational spplicaian, see Box No. L

2. Cariala calne were fowid unsearchable (Sec Box No. IT)
S Uity of lavantion Is Iackiag (Sce Box Ne. [I)
4. With regard to tha tide,

the text &s spproved a3 submined by the applicant.

the text has been eptablished by thiy Authority 1o read e Sllows:

3, Witk regand 1o the sbstraet,
the text s spproved s submitied by the applicant

the text hus been established, sceanding to Role 33.2(b), by thiy Ambority s it sppears in Bax No. IV, The applicant
may, withla ane month from the dats of mailing of this intenstional search report, submit consments to this Aathority.
6. With regand to the drawings,
'Y hﬂﬁcrﬂumbhnﬂlﬂdﬂﬂlhwhﬁmﬂn_
s suggesated by the applicant.
D un sclected by this Authority, because the applicant filled o suggest s figore.
us aclected by this Amnhority, bezause this Agure batter chamcierizes the lovention.
b D noacofths figures is 10 be publisbod with the abstret.

Form PCT/ISA/ZI 0 (fiet sheat) (Apail 3005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A CLASSIMCATION OF SUBJBCT MATTER
] AS1K 39/395( 2006.01),C07K 1400( 2006.01)

USrC: 4247130.1:424/138.1;530350
According o lnlemational Patent Qassification (IPC) or 1o bath natigaal classificstion amd IPC

B.  PIELDS SEARCHED

Minimum documenution searched {clanlflcatison sysiem followed bry classifieation symbols)
US. : 424/130.1; 424/128.1; 5301350

Documentation searched other than minimum documentation o the exzen: that such documents sre included in the Solds searchad

Electropit dats bass conmuhed during the intarmtional ssarch (nawe of dats base and, where practicable, soxrch terms used)
EAST, WEST, DIALOG, MBDLINB

LC __ DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cxtegory * muofupmmedhw”p Raiovent o clalm Nea.
X US 6,267,958 B] (ANDYA et al) 31 July 2001, {31.07.2001) entire docwment 14,721, 25-33
¥ . 624
X WO S8/56418 (LAM e ol) |7 December 1994 (17.12.199%) see entire document 1-33
Y US 5,369,053 (STERN wt al) 09 February 1999 (00.01.1999) see entire document 624

D Purther documents are Hated in the conlinustien of Box C. D See patent funily annee

. Special caperi af clied domeumis: e o [T alar the
date end not &5 contlics with the application but shed i sndersd e
"A"  documend Gofslng e pasarn] sconn of et 20 wiiich i nat comnldard w bu of principls o thesvy mmiariying e isvemion
- devument of perticeler selvvasce; e alskend rventios st be
“E°  eartior application or puvet pubiisiond vy or afier thy bternstond Sling den comblum] wevel or cuntol be cumpbiongd & devnlvn in (eveniion sng
e the doovmt b hou sloe
T dect whish wsy tew doubis as priavky alabmis) eor sdink bn s
weblish the publication daty of aapther clistiss or viber spccil smma (n - docesest of particoler relvasce; e clyistid lrevntin asmst e
apeellied] coushierad b lrvelve o lnvestive sirp whan the documant &
comsirlend with any or s ssher mch docamss, sach combinacion
0" dememst sefbriag s an ornl disciosass, nw, sabibithn or sther manss Sulng ebvives to & piyesw shilind in the t
7 decamas published prisr o tha iniertions] Mg dats bt ke e du " dossment menhey of te sune putent Sadly
priority dum clabnad
DOz of the sctual completion of the imemationsl scarch | Dt of malling of TU'EU
% 2006 (29.09 lln
Name and malling address of the [SA/US
Mall Siop PCT, Anr: SA/US
Comminlener for Puenis ¥
P.O. Boa 1450
Almandria, Virgitla 22313-1450 Telephone No. 571-272-1600
Facsimie No. (371) 273-3201

Form PCTIISA/210 (second sheet) (April 2005) -



(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

{19) Organizacién Mundial de Propledad Intelectnal
Oficina Internacional

(43) Fechs de Publicacidén Internaclonal
23 de Febrero de 2006 (23.02.2006)

(10) Ndimero de Publicacién [nternacional

PCT WO 2006/020935 A2

(31) Clasificacién Internacional de Pateutes:
GOIN 33501 (2006.01)

(11) Ndmerg de Soliciind Intermacional: PCT/US2005/028861
(A1) Fecha de Registro Internacionnl:

12 de Agosto de 2005 (12.08.2005)
(25) 1doma dr registro: Inglés
(26) 1dlomn de Publicaclin: Inglés

(30) Informaciin de Prioridad:
60/601,311 13 de Agosto de 2004 (13.08.2004) US

(71) Soliclesate (parw todor los Eviados designados excepio
Entador Unidos de Amdricay WYETH [US/US]; Five
Giralda Farms, Mudison, NJ 07940 (US).

(72) laventeres; ¢

(75) Inventores/Solicitnntes (paro Estador Unidos de Amdrica
solaments): LI, L1 [CH/US]; 32 Pokonoket Avenue,
Sudbury, MA 01776 (US) KANTOR, Angela
[US/US]; 118 South Road, Pepperell, MA 01463 (US)-
MACMILLAN, Shannon, B [USAUS); 63 Worcester
Road, Hollis, NH 03049 (US).

(74) Ageotes: GELLER, Lisa, N. y col.; Wilmer Cutler
Pickering Hale and Dorr LLP, 60 State Street, Boston,
MA 02109 (US).

(81) Estasios Designades (2 menay que sea indicado ds otre manars, para
cade fipo de proteccidn nacional disponibley. AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO,
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG,
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, I8 JP, KE, KG, KP, KR, KZ,
LG LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD
MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH,
SC, SD,

UG,

]a
;f-ﬁ

PL,
, SE, SG, SK, SL, SM, 8Y, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
US UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estades Designados (a mewos que sea indicado de otra maners, pore
exsla fipo de proteccisn regional disponibls): ARIPO (BW, GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Euroasiftica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Europea
(AT, BE, BG, CH, CY, CZ, D
HU, IB, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT, RO, SE, §I, SK,
TR), OAPI (BF, B}, CF, CG, C
MR, NE, SN, TD, TG).

Fablieada:

—= d&in reporie de biisqueda internacional y para ser republicado
baja recibo de ese reporte

Paro los cddigos da dos letras y otras abreviajuras, refidrose a "Las Netax
Guioy sobre Cddigor y Abreviaturas”™ que aparecen ol comienzo de coda
emixidn regular de la Gaceta PCT.

(56) Titnls: FORMULACIONES ESTABILIZADORAS

) . 1 mglml anticuerpo Y antl-Lewls
1.8
1.8 =
1.4 = — T
E 4.2 | [D40C, 4w
£ 1. | |W5C, 4w
® g i | gT-aoc.4
) |
0.6 | i | =
0.4 - -
0.2 i !
0 - r ' '
4 5 55 8 6.5 7 8
pH Tampon:
10 mM fosfato de potasio

{57) Resumen: Se describen formulaciones que son adecuadas para ¢l almacenamiento de proteinas, tal como anticuerpos, sobre un
rango relstivamente amplio de concentraciones de proteins, pH, y tipos de tampdn. Tumbién s¢ deseriben métodos de elmacenamiento
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES \3

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: PCT
LISA N. GELLER
WILMER CUTLER PICKERING
AND DORR LLP OPINION ESCRITA DE LA
60 STATE STREET AUTORIDAD DE BfISQUEDA INTERNACIONAL
BOSTON, MA 02109
(PCT Regla 43bis.1)

Fecha de correo

(dia/mesfario) 1 DE DICIEMBRE DE 2006
Rnguh'o de referencia del solicitante 0 | PARA FUTURAS ACCIONES

Ver pdrmfo 2 a continuacién
0036119 00164WO1
Solicitud Intemacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dia/mes/ario) (dia/mes/ario)

PCT/US05/ 28861 12 de Agosto de 2005 (12.08.2005) {13 de Agosto de 2004 (13.08.2004)

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
IPC: A61K 39/395(2006.01); CO7K 16/00(2006.01)

USPC: 424/130.1; 424/145.1; 530/ 350

Solicitante

WYETH

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

Casilla No. I Bases de la opiniém

CasillaNo.II  Prioridad

CasillaNo.IIT No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

Casilla No. IV Falta de unidad de invencién

Casilla No.V  Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 43bis.1(a)(i) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

[0 CasillaNo.VI Ciertos documentos citados

[0 CasillaNo.VIl Ciertos defectos en Ia solicitud internacional

] CasillaNo. VIl Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

O 00X

X

)

2. ACCIONES FUTURAS
S5i se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente serd
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar ("IPEA”). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la
IPEA y la IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con Ia Regla
661bu(b) que no se considerarin las opiniones escritas de esta Autoridad de Bisqueda
Internacional.

5i esta opini6n es, segin se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de Ia fecha de expiracidn de tres meses desde 1a fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de la fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, Ia
que expire mds tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT/ISA /220,
3. Para detalles adicionales, ver las notas a Ia Forma PCT/ISA /220,

Nombre y direccién de correo de la ISA/US | Fecha completa de esta opinién Funcionario Autorizado
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US
Comisionado para Patentes 29 de Septiembre de 2006 (29.09.2006) | Yunsoo Kim
P.O. Box 1450 @
Alexandria, Virginia 22313-1450 Teléfono No. 571-272-1600
Facsimile No. (571) 273-3201

Forma PCT/ISA/257 (Carstula) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US05/28861

Casilla No.1I. Bases de esta opinién

1. Respecto al idioma, esta opinién se ha establecida con base en:
D4 1a solicitud internacional en el idioma en el cual se presentt

[J una traduccién de Ia solicitud internacional en ,la cual es el idioma de una traduccisn proporcionada
para los propésitos de bisqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminodcida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinitn se ha establecido segtin:

a tipo de material:

[J un listado de secuencia
[J tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[ en formato escrito
[ en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:

[[] contenido en 1a solicitud internacional segtin se registrd.
[[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bsqueda..

3. [[J Ademés, en el caso en que m4s de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, Ins declaraciones requeridas de que la informacién en las
copins subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se present$ o no va més alld
de la solicitud segdn se registrd, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Formna PCT/ISA/ 237 (Casilla No. I) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

5

Solicitud Internacional No.
PCT/US05/28861

Casilla No. V Afirmacién razonada .bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad

industrial; citaciones y explicaclones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) Reivindicaciones NINGUNA SI
Reivindicaciones 1-55 NO
Nivel Inventivo (IS) Reivindicaciones ININGUNA SI
Reivindicaciones _1-55 NO
Aplicabilidad Industrial (TA) Reivindicaciones 1-55 SI
Reivindicaciones NINGITNA __ NO
2. Citaciones y explicaciones
Favor Ver Hoja a Continuacién

Forma PCT/I5A/ 237 (Casilla No, V) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US05/28861
Casllla Suplementaria

En caso de que el espacio en alguna de las casillas precedentes no sea suficiente

V. 2, Citaciones y Explicaciones:

Las reivindicaciones 1-55 cumplen con los criterios establecidos en el Articulo 33(4) del PCT, y por lo tanto
tienen aplicabilidad industrial porque la materia objeto reivindicada puede ser hecha o usada en la
industria.

Las reivindicaciones 1-55 carecen de novedad de acuerdo con el Articulo 33(2) del PCT al ser anticipadas
por el documento WO 96/56418.

La publicacién ‘418 ensefia una formulacién acuosa de un anticuerpo que comprende acetato de sodio
10-25mM, a pH 6 a una concentracién de 40mg/mL (reivindicaciones 1-22, p. p. 4-10, en particular).

La publicacién ‘418 ensefia adicionalmente que el anticuerpo es monoclonal, humanizado, recombinante,
apropiado para propdsitos terapéuticos y la formulacién es estable a 2-8°C durante al menos 2 afios (p. 6, en
particular). Ademas, la publicacién ‘418 ensefia que el anticuerpo es especifico para varios antigenos de
sangre (p.ejm. Lewis Y) o receptores Erb (CD22).

La publicacién ‘418 ensefla que la formulacién del anticuerpo comprende ademis NaCl y el método para
estabilizar el anticuerpo (p.24-46, en particular). Por lo tanto, las ensefianzas de la referencia anticipan la
invencién reivindicada.

Las reivindicaciones 1-5, 7-21, 25-55 carecen de novedad de acuerdo con el Articulo 33(2) del PCT al ser
anticipadas por la Patente de Estados Unidos No. 6,267, 958.

La patente ‘958 ensefia una formulacién acuosa de un anticuerpo que comprende acetato de sodio 10-25mM
a pH 6 a una concentraciéon de 30mg/mL (reivindicaciones 1-47, en particular).

La patente ‘958 ensefia adicionalmente que el anticuerpo es monoclonal, humanizado, recombinante,
apropiado para propdsitos terapéuticos, y la formulacién es estable a 2-8°C durante al menos 2 afios (col.
6-13, en particular).

Adicionalmente, la patente ‘958 ensefla que el anticuerpo es especifico para varios antigenos de sangre
(p.ejm. Lewis Y) o receptores Erb (CD22).

La patente ‘958 ensefia que la formulacién del anticuerpo comprende ademas NaCl y el método para
estabilizar el anticuerpo (co. 14-24 en particular). Por lo tanto, las ensefianzas de la referencia anticipan la

Las reivindicaciones 6 y 24 carecen de nivel inventivo de acuerdo con el Articulo 33(3) del PCT al ser obvias
a partir de la Patente de Estados Unidos 6,267,958 en vista de la Patente de Estados Unidos No. 5,869,053.

Forma PCT/ISA /237 (Casills Suplementarin) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US05/28861
Casilla Suplementaria

En caso de que el espacio en alguna de las casillas precedentes no sea suficlente

Las ensefianzas de la patente ‘958 han sido discutidas, supra.
La patente ‘958 no ensefia el anticuerpo 5T4.
La patente ‘053 ensefia que el anticuerpo se une al 5T4.

Por lo tanto, habria sido obvio para la persona versada en la materia en el momento en que la invencién fue
realizada, estabilizar un anticuerpo a 5T4 como ensefi6 la patente ‘053 con una formulacién que comprende
un buffer que contiene dcido acético como enseii$ la patente ‘958,

La persona versada en la materia en el momento en que la invencién fue realizada, habria estado motivada
a realizarla porque la patente ‘958 ensefia que una formulacién que comprende un buffer que contiene
écido acético estabiliza cualquier anticuerpo y previene la degradaciéon de los anticuerpos (col 14, en
particular),

De las ensefianzas de las referencias, la persona versada en Ia materia habrfa tenido una expectativa
razonable de éxito en la produccién de la invencitn reivindicada. Por lo tanto la invencién como un todo
fue prima facie obvia para la persona versada en la materia en el momento en que la invencién fue realizada,
como lo evidencian las referencias, especialmente en ausencia de evidencia de lo contrario.

Forma PCT/ GA) 237 (Casllla Supiementaria) (Abril 2005)
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Frecn e PATENT COOPERATI N TREATY
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

TU:AN.GBLI.!I PCT
zmmrmmmmmm .
BOSTON et WRITTEN OPINION OF THE
PMATB INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bir. 1)
(daphmibies DEC 2006

Applicant's or agemt's file reference FOR FURTHER ACTION

0036119.00164WO! Soa pamgraph 2 bolow
Inkeraationsl appiication No. Intermatiomal filing date (daymonibier] | Pricrity dute (Aapimoathivecr)
PCT/US0S/28861 12 Augast 2005 (12.08.2009) 13 August 2004 (13.08.3004)

[nternational Patess Classification (IPC) or both national classiflestion and IPC

PG ASIK 35)95( 2006.01);COTK 1600 2006.01)
USPC: 42471301 424/145.1:530350

Applicant
WYETH

1. ‘This opinion contains indications relsting to the following iverne:

Box Na. | Basis of the opinion

Box Ne. II Prioriy

Box No. L1 Non-establistoment of opindea with regard 1o novelty, inventive step and industrial spplicability
Box No. [V Lack of onity of invention

Bax No. ¥ Reasoned statament under Rule 4354, 1 (a)(1) with cegard to nowity, inventivo step or Induserial
applieshillty: cltstions end explamtions supperting such statemenl

Box Ne. V1 Certaln docomens clied
Ban No, VIl  Cestxin dafecty in the imamstions] application
Box No VIII  Certain observations on the inmternatianal applicssion

000 KXOOOX

2 FURTHER ACTION
If & demand for inteymtional preliminary examination is mads, this apinion will be emrmidered to be s written oplalan of the
imeroatioml Prelimiowry Examining Aathority ("IPEA™) except that (his does not apply where tho applieant chooses an
Authority ether than this ane to be the [PEA and the choszn IPEA has notified (he Iaiermational Burean wndar Ralo 66, Lhis(b)
thut writtes opinions of this Intermational Searching Anthority will mot be so coasidered.

1f (his opinion is, a5 provided above, conyidered to be a writtan opinion of the [PEA, the spplicent is invited o submit to the
IPEA a wrilten reply sagether, where sppropriaia, with amendments, beforo the expirsilon of 3 months fram the dats of mafling
of Parm PCT/1SA/220 or befors Lhe expiration of 22 nontis from the priority date, whichover explres later.

Far farther options, see Form PCT/ISA210.

1. For further detnils, sec notes 1o Form PCT/ISA/220.

Name and wuilieg adsdrens of the IS/ US Date of compiction of this opimion
MaD Siop FCT, Ann: ISA/US
Commissiana for Pairs 29 Sepaember 2006 (29.09.2006)
:mﬂghhmu 1450 N

Facalmile No. (571) 273-3201 Telephone No. 571-272-1600

Form PCT/ISA/237 (cover sbeet) (Apsil 2003)
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WRITTEN QPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US05/23061

Box Neo. [ Basls of this cpinion

1. With regard 1o the langaaga, this opislen has been establighed gu the basls oft
Bd  the intemational-application in the language in which it was flled
D » translation of the intcrmational application into ___, which is the Inpgusge of s transistion fumishad for the porpossy of
inbsnational search (Rules 12.3(n) und 23.1(5))-

2 With regard io sny nucleatids sad/or sming adld sequance disclosed in the intemational spplicetion wud necéssary 10 the clalmed
invention, this opinion has besn established on the basis of*

L type of material
D a sequence listing
[ abies) retammt 10 the sequence linting

b. format of material
O enpeper
O 0 clectronic form

e dme of flling/Menishing
[0 cootsined in the inemation! apglication =s fled
[0 fiedtogather with the inerationa! application in electronic form.
[ tumished subsequently to this Awberity (or the purposes of sexrch.

3.0 insddition, in the case that mere than anc version or copy of  saquenc listing and/or teble(s) relating thoreco has been fllod
or fornizhed, the required statmnents that the information in the subsequent or edditional copies is fdentical t that in the
application sz filed or does not go beyond the application ss filed, 18 sppropriste, were famished.

4, Additionsl comments:

Fermm PCTASA/IY {Baz No. 1) (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(otemwtioual spplication No.
PCTYUS0S/28861

Box No. V Raasoned siatement under Rule 43 big.1(a)}D with regard to novelty, Inventive step or Indwstrial
applicabllity; clintions and sxplanations npporﬂn! such statament

1. Simtemery
Novelty (N) Clalms NONE yss
Chims ]-35 NO
inventive step (IS) Claima NONE - _YES
Claims 1-33 NO
Industrial applicability (IA) Chims ]-33 YES
Claims NONB NO
1 Citations and sxplanations:
Pleasa Soo Continustion Sheet

Form PCI/ISA/2Y7 (Box No. V) (Apnl 2005)



WRITTEN OPINION OF THE PCTAR0/2885)
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Sapplemantal Bax
In case the space in any of the precading boxas [s not suilkdent

V. 2. Cliatisns and Explanstions
be mwde or uped in industry.
Claions 1-35 Iack novelty under PCT Article 33(2) as being anticipated by the WO 98/36418.

(claims 1-22, p. p. 410, in particular)-

The 418 publication frther teaches that the antibady being monoelonsl, humenized, recombloant antibody, sdiable for therapeutic
purposs and the formmilation being siable a1 2-80C for at enst 2 yours (p. 6, in particulor). In addition, the W13 publication teaches thal
the antibody Is speciiic for monber of blood antigens (e.g- Lewia Y) or Erb recepiors (CD22).

Tho "418 publication \eaches the naibody Brmulation further comprises NaCl and the method to stabilise saiibody (p. 24-46, In
particalar). Thus, the reference teachings anticipats the claimed invention.

Cluims 1-5, 7-21, 25-55 lack novelty under PCT Articls 33(2) s being anticipated by the US Pat. NO. 6,267,958,

The 958 pasem teaches an aqueous amibady fornmulation comprising 10-25mM sodium scetate st pH § st concentration of 30mg/ml
(claima 1-47, in particglar).

The 938 pacenl further seaches that the antibady being monoclonal, wmm muilable for
amibody i specific for mamber of blood antigens (e.3. Lewls Y) or Erb receptors (CD32).

The 938 patent teaches the sntibedy formuistion further comprises NaCl and the mathod to stabilize antibody (co. 14-24 in particalar).
Thus, the reference teachings antisipate the elnimed invention.

Claims 6 and 24 lack an inveniive siep under PCT Articls 13(3) a3 being obvious over U.S. Put 6,267,958 In view of US. Pat. No.
S A63.08%

Claims 1-55 meet the eriterin sel out in PCT Article 33(4), and thus'meet industrial spplicakdlity bacanss the subjact gutior claimed can

The '418 publication teaches an aqueous antibody formulstion compriging 10-25mM sadium acetate at pH 6 st conconiration of 40mg/nl

therapeutic purpae
and the formulation being stable a1 2-30C for at least 2 years { col. 613, In particwlar). bn addition, the 9S8 paient teache that the

Form PCTNSA/237 (Supplemenia] Box) (April 2005)




WRITTEN OFINION OF THE PCTNU505/28861
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

_illlplll-lﬂi; .
In case the spaca in axy of the preceding baxey Is net sufliclsat.

The teachings of tha ‘958 patext have been discussed, supra
Tho 958 patent does nat tewch the antibody being 3T4.
The 053 patext ieaches amibady binds w tha ST4.

Therefore, it would have been cbvious w ane of the ardinary skl in the an at the time the invention was made [0 stabilizs an antibody io
ST4 as taught by tha “053 patent with a formulation comgrising & balTker comprizing acetic acid & tught by the *958 patent.

One of ordinary skill in the art a1 the Lime the invention was made wonld have been motivaiad 0 do s0 bacause the "958 patent teachey
that & formulation comprising s buffer comprising acetic acid adds stability to any antibodies and prevents degradation of aatibodies (cal.
14, in particular).-

From the teachings of the references, one of ordinary skill in the art would bave had a reasonable expectation of
success in producing the claimed invention. Therefore, the invention as a whole was prima facie obvious to one
of the ordinary in the art at the time the invention was made, as evidenced by the references, especially in the
absence of evidence to the contrary.
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FORMULACIONES PARA ALMACENAR PROTEINAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se deacriben formulaciones que son adecuadas para el
almacenamiento de proteinas, tal como anticuerpos, sobre un
rango relativamente amplio de concentraciones de proteina, pH,
y tipos de tamp6n. También Be describen métodos de
almacenamiento de una proteina y métodos para identificar una
formulacién adecuada para el almacenamiento de una proteina
especifica. En general, una formulacién que contiene poco o
nada de surfactante, desde nada a concentraciones relativamente
bajas de sal, y que requiere una concentracién de tampén

relativamente baja.
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FORMULACIONES PARA ALMACENAR PROTEINAS

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente solicitud se refiere al campo de una
formulacién de proteinas, y mfs particularmente a una

formulacién de anticuerpos.

La presente solicitud reivindica prioridad respecto
de la solicitud provisional U.8. 8Serial No. 60/601311,
presentada en el 13 de Agosto de 2004, la cual se incorpora

aqui como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

Generalmente, las proteinas, tal como los anticuerpos
son producidos y almacenados para su posterior uso. Es
importante que dichas proteinas sean almacenadas bajo
condiciones que preserven la estabilidad de la proteina baj-o
varias condiciones incluyendo la temperatura y la concentracién
de proteina. Por lo cual, las formulacionea utilizadas para el
almacenamiento de proteinas generalmente contiene una
diversidad de sustancias estabilizadoras. Sin embargo dichas
substancias pueden afectar de manera adversa los usos
downstream (de recuperacién y purificacién de biomoléculas) de

la proteina almacenada, ya sea reduciendo al eficiencia de un
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proceso downstream o mediante la necesidad de retirar uno o mis
sustancias estabilizadoras antes de que la proteina pueda ser
utilizada en un proceso downstream.

Existe una necesidad de tener formulacionea de
proteinas, tales como anticuerpos, que sean estables a lo
largo de una variedad de temperaturas y gque no contengan
substancias que puedan interferir con los procesos downstream

al utilizar las proteinas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién se refiere al hallazgo de que ciertas
formulaciones pueden ser utilizadas para almacenar polipéptidos
tales como proteinas (por ejemplo, anticuerpos y fragmentos de
lo mismo) para formar una preparacién que es relativamente
estable y simple. Tales formulaciones reducen la posibilidad de
que los procescs downstream (procesos para recuperacién y
purificacién de biomoléculas) o la actividad de la proteina
sean adversamente afectados por un componente de una
formulacién y simplifique la preparacién de las muestras de
proteina para un almacenamiento de corto plazo © un
almacenamiento de largo plazo.

Consecuentemente, la invencién incluye una
formulacién que contiene una proteina aislada y una solucién
acuosa que tiene un valor de pH de 4,0-8,0, de tal modo que
luna formulacién no contiene un crioprotector o surfactante, y

la proteina es estable por al menos 3 semanas a una temperatura
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desde -80° hasta B8°C. En algunos casos luna formulacién
contiene una concentracién de menos de 150mM de sal, por
ejemplo, de 75mM de sal. La proteina puede ser un anticuerpo
(un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal). Por
ejemplo, la proteina puede ser un anticuerpo anti-CD22, un
anticuerpo Y anti-Lewis o un anticuerpo anti-5T4. La proteina
puede ser una proteina recombinante (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal humanizado). BEn algunoe casos, la proteina es una
proteina terapéutica.

La solucién acuosa de una formulacifn puede ser agua
(por ejemplo, filtrada o estéril) o puede incluir un tampén tal
como un tampén acetato, un tampén succinato, un tampén fosfato,
o un tampén citrato. En general, la concentracién del tapén es
de alrededor de OmM hasta alrededor de 150mM, por ejemplo, de
alrededor de 50mM, de alrededor de 100mM, o de alrededor de 1mM
hasta alrededor de 50mM.

El componente de protefina de una formulacién es
generalmente estable por al menos 1 afio a 5°C, por ejemplo, la
proteina es estable por al menos 3 afios a 5°C. En algunas
modalidades, la proteina estd presente a una concentracién
desde alrededor de 1mg/ml hasta alrededor de 200 mg/ml, desde
alrededor de 1mg/ml hasta alrededor de 100 mg/ml, desde
alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 200 mg/ml, desde
alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 100 mg/ml, desde
alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 30 mg/ml, desde 25mg/ml

hasta alrededor de 30 mg/ml, desde alrededor de 10mg/ml hasta
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alrededor de 50 mg/ml, o desde alrededor de 20mg/ml hasta
alrededor de 50 mg/ml. lLa proteina puede tener un pI de al
menos 6,0, por ejemplo, al menos 7,0, © al menos 8,0. La
proteina puede ser purificada, por ejemplo, hasta al menos un
90% o al menos un 95%.

En alguncs casos, luna formulacién es almacenada
desde alrededor de 0°C hasta alrededor de 8°C o deade alrededor
de 0°C hasta alrededor de 5°C. El pH de una formulacién puede
ser desde alrededor de 5,0 hasta alrededor de 6,0, y en algunos
casos, el pH de una formulacién es de alrededor de 5,0 hasta
alrededor de 6,0 ¥ luna formulacién es almacenada a una
temperatura desde alrededor de 80°C hasta alrededor de 5°C.
Generalmente, luna formulacién es estéril.

En un ejemplo de la invencién, la proteina de una
formulacién puede también ser, por ejemplo, un anticuefpo anti-
CD22 humanizado y una solucibn acuosa de succinato de alrededor
de 20mM, pH 6,0. En otro ejemplo de la invencién, la proteina
es un anticuerpo Y anti-Lewis y la solucién acuosa es de
alrededor de 10mM de citrato de sodio, pH 5,5 y de alrededor de
75mM de NaCl. En un tercer ejemplo de la invencién, la proteina
es un anticuerpo anti-5T4 y la solucién acuosa es de alrededor
de 10mM de acetato de sodio, y de pH d alrededor de 5,5.

La estabilidad de una formulacién puede ser
determinada, por ejemplo, evaluando al menocs uno de, el
porcentaje de las especies de alto peso molecular, el

porcentaje de las especies de lato peso molecular, o el
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porcentaje de esapecies 4cidas, por ejemplo, comparado con un
control.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método
para almacenar una proteina. E1 método incluye proveer una
formulacién como se describe supra, colocando la formulacién a
una temperatura seleccionada, y mantener la formulacién a la
temperatura (por ejemplo, congelada), de tal mecdo que la
proteina en la formulacién es estable por al menos una semana,
por ejemplo, por al menos un med, tres meses, un aflo, cinco

afios, siete afios, o diez afios. En algunos casos, la proteina es
almacenada y es estable a una temperatura de alrededor de 2°C
hasta 8°C. En ciertas modalidades, la proteina es almacenada a

una temperatura de alrededor de -80°C y la proteina es estable
per al menos cinco afios, Biete afios, o diez afios. Cuando la
proteina es congelada, el método puede incluir una etapa en la
cual la proteina es rapidamente descongelada. Cuando 1la
proteina va a ser congelada, por ejemplo, para almacenamiento,
la proteina puede ser congelada utilizande congelamiento
rdpido. En algunos cascs, se utiliza congelamiento lento. La
proteina puede ser un anticuerpo (un anticuerpo monoclonal o un
anticuerpo policlonal). En un ejemplo, la proteina es un
anticuerpo anti-CD22 humanizado, un anticuerpo Y anti-Lewis, o
un anticuerpo anti-5T4. En ciertas modalidades, el anticuerpo
es una sustancia intermediaria. En general, la proteina esté
presente en una concentracién de al menos 1 mg/ml, al menos 10

mg/ml, al menos 15 mg/ml, al menos 20 mg/ml, o al menos 30
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mg/ml. Frente a la recuperacién desde el almacenamiento, la
proteina puede tener, por ejemplo, al menos el 70% de la
actividad de una referencia. En algunos casos, frente a la
recuperacién desde el almacenamiento, la formulacién contiene
menos que © lo mismo que un 5% de productos de alto peso
molecular respecto de un control o frente a la recuperacibn
deede el almacenamiento, la formulacibén contiene menos que o lo
miemo que un 10% de productos de alto peso molecular y
agregados, por ejemplo, respecto de un control. En algunas
modalidades, la formulacién contiene menos que o lo mismo que
un 10% de productos de alto peso molecular, por ejemplo, menos
que o lo mismo que un 5% de productos de alto peso molecular.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para
determinar wuna formulacién favorable para almacenar una
proteina aislada seleccionada. El1 método incluye proveer una
proteina aislada seleccionada, almacenar la proteina aislada
seleccionada en una serie de formulacioneas que comprenden una
solucién acuosa con un valor de pH entre 4,0 y pH 8,0 y que
comprende entre alrededor de OmM hasta alrededor de 150mM de
tampén, determinar al menos un par&metro de estabilidad, e
identificar una formulacién en la cual la proteina es estable,
de tal modo que una formulacién en la cual la proteina es
estable es una formulacién favorable para almacenar la proteina
aislada seleccionada. En algunas modalidades del método, una
disminucién en la estabilidad es indicada por al menos uno de

un incremento en la cantidad de proteina de alto peso molecular
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en la wmuestra, por ejemplo, respect de un control, un
incremento en la cantidad de especies de bajo pesc molecular en
la rnuestra, por ejemplo, respecto de un contrel, o un
incremento en el porcentaje de especies &4cidas respecto de un
control. En algunos casos, una condicién es seleccionada en la
cual no mids que un 0,5%, 0,2%, o 0,1% de la proteina es una
especie de alto peso molecular. El pardmetro de estabilidad
puede Ber ensayado para su actividad por enzimo inmuno ensayo
(ELISA) y en una formulacifn estable, la actividad es al menos
un 50% de un control o es al menos un 80% de un control. En un
ejemplo del método, el parémetro de estabilidad es la presencia
de la especie de alto peso molecular y una formulacién estable
contiene no mis que un 5% de una especie de alto peso
molecular. En otro ejemplo, el parametro de estabilidad es la
presencia de la especie de alto peso molecular y agregados de
proteina, y una formulacién estable incluye no mis que un 10%
de una especie de alto peso molecular y agregados de proteina o
no mis que un 15% de una especie de alto peso molecular y
agregados de proteina combinados. En algunos casos, el
porcentaje de especlies de alto peso molecular es comparado con
la cantidad presente un una muestra control (por ejemplo, una
muestra antes del almacenamiento. Incluso en otra modalidad del
método, el pardmetro de estabilidad es 1la proporcién de
proteinas &cidas y bésicas, y la proporcifn en una formulacién

estable es no mds que un 15% diferente de un control.
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La invencién también se refiere a un polipéptido (una
proteina o un péptido) producido por un método que incluye
almacenamiento del polipéptido en una formulacién que incluye
una solucién acucsa que tiene un pH de 4,0 hasta un pH 8,0, de
tal modo que la formulacién no contiene un crioprotector de
surfactante, y la proteina es estable por al menos tres semanas
a -80°C hasta 8°C. En algunas modalidades, el polipéptido es un
anticuerpo o un fragmento del mismo (por ejemplo, un anti-CD22,
y un Y anti-Lewis, o un anti-5T4). El anticuerpo o fragmento
del mismo puede estar conjugado a una molécula o puede ser
usado para conjugacién a una molécula, por ejemplo, conjugacién
@ una toxina tal como ricino o caliqueamicina.

En algunas modalidades, la invencién se refiere a un
polipéptido (una protefina o un péptido) para ser usado en la
elaboracién de una proteina modificada, de tal modo que el
polipéptido es almacenado en una formulacién gque incluye una
solucién acuosa que tiene un pH de 4,0 hasta un pH 8,0, la
formulacién no contiene un crioprotector de surfactante, y la
proteina es estable por al menos tres semanas a -80°C hasta
8°C. En algunos casos, el polipéptido es un anticuerpo, por
ejempleo, un anti-CD22, un Y anti-Lewis, o un anti-S5T4. El
polipéptido puede ser usado para preparar una proteina
conjugada, por ejemplo, para conjugacién a una toxina tal como
ricina o© caliqueamicina. Tales protefinas conjugadas pueden

también ser almacenadas en una formulacién descrita aqui.
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A menos que 8e define de otra forma, todos los
terminos cientificos y técnicos aquf utilizados tienen el mismo
significado como generalmente se entiende por un experto en el
arte al cual esta invencién pertenece. A pesar de que métodos y
materiales similares o equivalentes a aquellos descritos aqui
pueden ser utilizados en la practica o ensayo de la presente
invencién, se describen métodos y materiales adecuados méds
adelante. Todas las publicaciones, solicitudes de patente,
patentes, y otras referencias mencionadas agquf son incorporadas
a modo de referencia en su totalidad. Ademis, los materiales,
métodos, y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende
que sean limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién
serin aparentes a partir de la descripcifén detallada, figuras,

y de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1A es un grafico de barras que ilustra los
resultados del andlisis de cromatograffia por exclusién de
tamafio-cromatografia liquida de alta resoluci6n (SEC-HPLC) de
lmg/ml de anti-lewis Y a varios valores de pH y a varias
temperaturas. Loa resultados se expresan como porcentaje de
especies de alto peso molecular (HMW).

Fig. 1B es un gréifico de barras que ilustra los
resultados del andlisis SEC-HPLC de 1lmg/ml de anti-Lewis Y a

varios valores de pH y a varias temperaturas. Los resultados se
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expresan como porcentaje de especies de bajo peso molecular
(LvMwW) .

Fig. 2 es un gréifico de barras que ilustra los
resultados del andlisis CEX-HPLC de 1mg/ml de anti-Lewis Y a
varios valores de pH y a varias temperaturas. Los resultados se
expresan como porcentaje de especies adcidas.

Fig. 3 es una representacién de un SDS-PAGE de
muestras de anti-Lewis Y almacenadas a 40°C por cuatro semanas
a varios valores de pH. La imagen de la izquierda ea de un gel
corrido bajo condiciones no reductoras y la imagen de la
derecha es de un gel corrido bajo condiciones reductoras.

Fig. 4 es una representacién de un gel de enfoque
isoeléctrico (IEF) de muestras como se ha descrito para la Fig.
3.

Fig. 5 es un grafico de barras que ilustra los
resultados del anilisis SEC-HPLC de 0,5mg/ml de anti-CD22
incubado por dos semanas a varios valores de pH y a varias
temperaturas. Los resultados se expresan como porcentaje de
especies HMW.

Fig. 6 es un grafico de barras gque ilustra los
repultados de un anflisgis BSEC-HPLC de 25mg/ml de anti-CD22
incubado por dos semanas a varios valores de pH, y a varias
temperaturas, en la presencia © ausencia de NaCl 75mM. Los
resultados se expresan como porcentaje de especies HMW.

Fig. 7A es un grafico de barras que ilustra los

resultados de un anflisis SEC-HPLC de 1mg/ml de anti-Lewis Y,
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incubado por cuatro semanas a varios valores de pH a 40°C, en
varios tampones, y en la presencia o ausencia de NaCl 75mM. Los
regultados se expresan como porcentaje de especies HMW.

Fig. 7B es un grifico de barras que ilustra los
resultados del anédlisis SEC-HPLC de 1mg/ml de anti-Lewis Y,
incubado por cuatro semanas a varios valores de pH a 40°C, en
varios tampones, y en la presencia o ausencia de NaCl 75mM. Los
regultados se expresan como porcentaje de especies LMW.

Fig. 8 es un gréfico de barras que ilustra los
regultados del anflisis CEX-HPLC de 1 mg/ml de anti-Lewis Y,
incubado por cuatro semanas a varios valores de pH a 40°C en
varios tampones, y en la presencia o ausencia de NaCl 75mM. Los
resultados se expresan como porcentaje de especies &cidas.

Fig. 9A es un graAfico de barras que ilustra los
resultados del andlisis CEX-HPLC de 30mg/ml de anti-Lewis Y
incubado por cuatro semanas en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 a
varias temperaturas y a varias concentraciones de NaCl. Los
resultados se expresan como porcentaje de especies &cidas.

Fig. 9B es un gr&fico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC de las muestras descritas
para 9A. Los resultados se expresan como porcentaje de especies
HMW.

Fig. 9C es un grafico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC de las muestras deacritas
para SA. Los resultados se expresan como porcentaje de especies

LMW.
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Fig. 10 es un gra&fic de bharras que ilustra los
resultados de SEC-HPLC de anti-Lewis Y a 1lmg/ml o 30mg/ml en
varias concentraciones de sal y sometidas a agitacién. Los
resultados se expresan como porcentaje de recuperaciém de
monémero.

Fig. 11A es un grifico de barras que ilustra los
repultados de SEC-HPLC de anti-Lewis Y a lmg/ml en citrato de
sodio 10mM, pH 5,5 en la presencia o ausencia de NaCl 150mM
luego de diez ciclos de congelamiento-descongelamiento como se
indica en 1la Fig. 11B. los resultados 8se expresan como
porcentaje de recuperacifn de monémero.

Fig. 11B es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un anilisis SEC-HPLC de anti-lewis ¥ a 30mg/ml en
citrato de sodic 10mM, pH 5,5 en la presencia o ausencia de
NaCl 150mM luego de diez ciclos de congelamiento-
deascongelamiento como se indica. Los resultados se expresan
como porcentaje de recuperacifn de monémero.

Fig. 12 es un gr&fico de barras que ilustra los
resultados de un anflisis SEC-HPLC de 25mg/ml de anti-CD22 en
succinato 50mM, pH 6,0, incubado por un mes a varlas
temperaturas en la presencia o ausencia de NaCl 75mM.

Fig. 13 es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un anfilisis SEC-HPLC de 15mg/ml de anti-CD22 en
guccinato 20mM, pH 6,0, succinato mis NaCl 75mM, succinato mis
polisorbato 80 0,01%, o succinato mie NaCl 75mM y polisorbato

80 (Tween). Las muestras fueron agitadas por 24 horas antes del
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anilisis. Un control no agitado de proteina en tampén succinato
se incluye. Los resultados se expresan como porcentaje de
especies HMW.

Fig. 14A es un grifico de barras que 1ilustra los
resultados de un anilisis SEC-HPLC de anti-Lewis Y a lmg/ml o
30mg/ml en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 incubado en 1la
presencia o ausencia de NaCl 75mM por cuatro semanas a 40°C.
Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje de
especies HMW.

Fig. 14B es un gr&fico de barras que ilustra los
resultados de un an&lisis SEC-HPLC de anti-lLewis Y a lmg/ml o
30mg/ml en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 incubado en 1la
presencia o ausencia de NaCl 75mM por cuatro semanas a 40°C.
Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje de
especies LMW.

Fig. 14C es un gr&fico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis CEX-HPLC de anti-Lewis ¥ a 1lmg/ml o
30mg/m)l en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 incubado en 1la
presencia o ausencia de NaCl 75mM por cuatro semanas a 40°C.
Los resultados se expresan como un cambio en el porcentaje
especies &cidas.

Fig. 15A es un gréfico de barras que ilustra los
resultados de un anflisis SEC-HPLC de anti-Lewis Y a 30mg/ml en
citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM incubado a varias
temperaturas por varios tiempos. Los resultadosa ese expresan

como porcentaje de especies HMW.
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Fig. 15B es un gréfico de barras que ilustra 1los
resultados de un andlisie SEC-HPLC de anti-Lewis Y a 30mg/ml en
citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM incubado a varias
temperaturas por varios tiempos. Los resultados se expresan
como porcentaje de especies LMW.

Fig. 15C es un gréafico de barras que ilustra los
resultados de un anflisis CEX-HPLC de anti-Lewis Y a 30mg/ml en
citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM incubado a varias
temperaturas por varios tiempos. Los resultados se expresan
como porcentaje de especies dcidas.

Fig. 16A es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC de anti-CD22 a img/ml in
succinato 20mM, pH 6,0 y tratado bajo varics regimenes de
congelamiento-descongelamiento por +varios «ciclos. FF es
congelamiento répido, FT es descongelamiento ré&pido, SF es
congelamiento lento, y ST es descongelamiento lento. Los
resultados sBe expresan como porcentaje de especies HMW.

Fig. 16B es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un anflisis SEC-HPLC de anti-CD22 a 25mg/ml en
Buccinateo 20mM, pH 6,0 y tratado bajo variocs regimenes de
congelamiento-descongelamiento por <varios ciclos. FF es
congelamiento répido, FT es descongelamiento r&pido, SF es
congelamiento 1lento, y ST es descongelamiento lento. Los
resultados se expresan como porcentaje de especies HMW.

Fig. 16C es un grifico de barras que ilustra los

resultados de un anélisis SEC-HPLC de anti-CD22 a 1mg/ml en
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succinato 20mM, pH 6,0 que contiene polisorbato 80 y tratado
bajo varios regimenes de congelamiento-descongelamiento por
varios ciclos. FF es congelamiento réapido, FT es
descongelamiento répido, SF es congelamiento lento, y ST es
deacongelamiento lento. Los resultados se expresan como
porcentaje de especies HMW.

Fig. 16D es un grdfico de barras que ilustra los
resultados de un anilisis SEC-HPLC de anti-CD22 a 25mg/ml en
succinato 20mM, pH 6,0 que contiene polisorbate 80 y tratado
bajo varios regimenee de congelamiento-descongelamiento por
varios ciclos. FF es congelamiento réapido, FT es
descongelamiento ripido, SF es congelamiento lento, y 8T es
descongelamiento lento. Los resultados se expresan como
porcentaje de especies HMW.

Fig. 17A es un gréfico de barras que i1lustra los
resultados de eatudios de agitacifn, analizades utilizando SEC-
HPLC, en los cuales 1lmg/ml o 30mg/ml de anti-Lewis Y en citrato
de sodio 10mM, pH 5,5 en la presencia o ausencia de polisorbato
80 fueron agitados a 360 rpm por 24 horas a temperatura
ambiente. Los resultados se expresan como porcentaje de
recuperacién de monémero.

Fig. 17B es un gréfico de barras que ilustra los
resultados de estudios de agitacién, analizados utilizando SEC-
HPLC, en los cuales 30mg/ml de anti-Lewis Y en citrato de sodio
10mM, pH 5,5 en variae concentraciones de polisorbato 80 fueron

agitados a 360 rpm por 24 horas a temperatura ambiente. Los
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resultados se expresan como porcentaje de recuperacién de
monémero.

Fig. 18A es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC de anti-Lewis Y a 1mg/ml en
citrato de sodio 10mM, pH 5,5 en la presencia o ausencia de
polisorbato 80 al 0,01% luego de diez ciclos de congelamiento-
descongelamiento como se indica en la Fig. 18B. Los resultados
Be expresan como porcentaje de recuperacién de monfSmero.

Fig. 18B es un gr&fico de barras que 1ilustra los
resultados de un anflisis SEC-HPLC de anti-Lewis Y a 30mg/ml en
citrato de sodic 10mM, pH 5,5 en la presencia o ausencia de
polisorbato 80 al 0,01% luego de diez ciclos de congelamiento-
descongelamiento como se indica. Los resultados se expresan
como porcentaje de recuperacién de monémero.

Fig. 19A es un grifico de barras que ilustra 1los
resultados de un andliasis SEC-HPLC de 30mg/ml Qe anti-lewis Y
en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM en la presencia o
ausencia de polisorbato 80 después de incubacién a varias
temperaturas y por varios tiempoe. Los resultados se expresan
como porcentaje de especies HMW.

Fig. 19B es un gr&fico de barras que ilustra 1los
resultados de un anilisis SEC-HPLC de 30mg/ml de anti-Lewis Y
en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM en la presencia o
ausencia de polisorbato 80 después de incubacién a varias
temperaturas y por varios tiempos. Los resultados se expresan

como porcentaje de especiea LMW.
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Fig. 19C es un grifico de barras que ilustra 1los
reaultados de un andlisis CEX-HPLC de 30mg/ml de anti-Lewis Y
en citrato de sodio 10mM, NaCl 75mM, pH 5,5 en la presencia o
ausencia de polisorbato 80 después de incubacién a varias
temperaturas y por varios tiempos. Loe resultados se expresan
como porcentaje de especies fcidas.

Fig. 20A es un grifico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis BEC-HPLC de estabilidad en el
almacenamiento de anti-CD22 por seis meses. Las soluciones
contienen succinato 20mM, pH 6,0 (S); succinato 20mM, metionina
10mM, pH 6,0 (SM); succinato 20mM, polisorbato 80 al 0,01%, pH
6,0 (ST); o succinato 20mM, metionina 10mM, polisorbato 80 al
0,01%, pH 6,0 (SMT). Los resultados se expresan como porcentaje
de especies HMW.

Fig. 20B es un gr&fico de barras que ilustra los
resultadoe de un anilisis BEC-HPLC de estabilidad en el
almacenamiento de anti-CD22 por seeis meses. Las soluciones
contienen succinato 20mM, pH 6,0 (8); succinato 20mM, metionina
10mM, pH 6,0 (SM); succinato 20mM, polisorbato 80 al 0,01%, pH
6,0 (ST); o succinato 20mM, metionina 10mM, polisorbato 80 al
0,01%, pH 6,0 (SMT). Los resultados se expresan como porcentaje
de &rea total del pico.

Fig. 20C es un gré&fico de barras que ilustra 1los
resultados de un andlisis CEX-HPLC de estabilidad en el

almacenamiento de anti-CD22. Lae condiciones se describen en

C. 65.810 17
US1D0CS 6242436



las Fig. 20A y 20B. Los resultados se expreean como porcentaje
de especies completamente activas (% pico 5).

Fig. 21 es un gr&fico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC de loe productos de alto
peso molecular (HMW) de anti-5T4 almacenado a varios valores de
PH y temperaturas por dos semanas. Los resultados se expresan
como porcentaje promedio de preoductos de alto peso molecular.

Fig. 22 es un grafico de barras que ilustra los
resultados de un andlisis SEC-HPLC del porcentaje de productos
de alto peso molecular (HMW) o productos de bajo peso molecular
(LMW) en mueptras anti-5T4 inicialmente o después de cuatro
semanas a 40°C en tampSn acetato (Ace), tampén citrato (Cit),
tampén fosfato (Phos), o tampén succinato (Suc), con o sin sal
(NaCl), a varios valores de pH.

Fig. 23A es un termograma que refleja los resultados
del barride de calorimetria diferencial (DSC) de anti-5T4 en
tampén citrato (pH 5,5).

Fig. 23B es un termograma que refleja los resultados
del barrido de calorimetria diferencial (DSC) de anti-5T4 en
tampén succinato (pH 6,0).

Fig. 24A es un grafico de barras que ilustra los
resultados de DSC de anti-5T4 en varias formulaciones, sin
NaCl, y a varios valores de DH.

Fig. 24B es un gri&fico de barras que ilustra los
resultados de DSC de anti-5T4 en varias formulaciones que

contienen NaCl 150mM a varios valores de pH.
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Fig. 25 es un gréfico de barras que ilustra los
resultados de CEX-HPIC de anti-5T4 en formulaciones que
contienen wvarios tampones, con o s8in NaCl 150mM, a varios
valores de pH después de cuatro semanas a 40°C.

Fig. 26A es un grafico de barras que ilustra los
resultados de SEC-HPLC de anti-5T4 (2 mg/ml) en varios tampones
a varios valores de pH después de seis semanas a -80°C o 40°C.

Fig. 26B es un gréfico de barras que ilustra los
resultados de SEC-HPLC de anti-5T4 (30 mg/ml) en tampén citrato
© succinato a pH 6 después de seis semanas a -80°C o 40°C.

Fig. 27A es un gréfico de barras que ilustra los
resultados de CEX-HPLC de anti-5T4 (2 mg/ml}) en varias
formulaciones de tampén a varios valores de pH después de seis
semanas a 40°C.

Fig. 27B es un grédfico de barras que ilustra los
resultados de CEX-HPLC de anti-ST4 (30 mg/ml) en tampén citrato
o succinato a pH 6 después de sels semanas a 40°C.

Fig. 28 es una reproduccién de un conjunto de varios
electroferogramas cubiertos que representan los resultados de
la elect.:roforeis de capilar en geles de SDS de anti-5T4 en
varias formulaciones de tampén a varios valores de pH después
de seis semanas a 40°C.

Fig. 29A es un grifico de barras que ilustra la A4y
de anti-5T4 a 1lmg/ml en formulaciones que contienen varios
tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin

sacarosa bajo diferentes regimenes de congelamiento-
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descongelamiento. FF e congelamiento répido, SF es
congelamiento lento, FT es descongelamiento répido, y ST es
descongelamiento lento.

Fig. 29B es un grafico de barras que ilustra el
porcentaje de especies de alto peso molecular (HMW) de anti-S5T4
a 1lmg/ml en formulaciones que contienen varios tampones (pH
5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin sacarosa
bajo diferentes regimenes de congelamiento-descongelamiento. FF
es congelamiento ripido, SF es congelamiento lento, FT es
descongelamiento rédpido, y ST es descongelamiento lento.

Fig. 30A es un grafico de barras que ilustra la A
de anti-5T4 a 25mg/ml en formulaciones que contienen varios
tampones (pH 5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin
sacarosa bajo diferentes regimenes de congelamiento-
descongelamiento. FF es congelamiento rapido, SF es
congelamiento lento, FT es descongelamiento répido, y ST es
descongelamiento lento.

Fig. 30B es un grdfico de barras que ilustra el
porcentaje de especies de alto pesc molecular (HMW) de anti-5T4
a 25mg/ml en formulaciones que contienen varios tampones (pH
5,5) y con o sin polisorbato 80 (P80), y con o sin sacarosa
bajo diferentes regimenes de congelamiento-descongelamiento. FF
" es congelamiento r&pido, SF es congelamiento lento, FT es
descongelamiento rdpido, y ST es descongelamiento lento.

Fig. 31A es un gridfico de barras que ilustra la Ayp

de anti-ST4 a 1 mg/ ml o 25mg/ml en varias formulaciones con o
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g8in polisorbato 80 (P80) y con o sin sacarosa. Las muestras
fueron agitadas o no agitadas. *“*" Indica que la turbidez
excede el limite superior del instrumento.

Fig. 31B es un griafico de barras que ilustra el
porcentaje de especies de alto peso molecular (HMW) de anti-5T4
a 1 mg/ ml o 25mg/ml en varias formulaciones con o sin
polisorbato80 (P80) y con o ein sacarosa. Las muestras fueron

agitadas o no agitadas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se provee una formulacién relativamente simple para
almacenamiento de wuna proteina tal como un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo monoclonal-que contiene droga, © una
sustancia intermediaria en la produccién de un producto de
proteina tal como un anticuerpo-que contiene droga. La
formulacién generalmente contiene poco o nada de surfactante,
nada a concentraciones relativamente bajas de sal, y requiere
una concentracién de tampén relativamente baja. La formulacién
es efectiva para el almacenamiento estable de ciertas
proteinas, tal como anticuerpos, sobre un rango relativamente
amplio de concentraciones de proteina, pH, y tipos de tampén.
Talee formulaciones proveen gran flexibilidad para el
procesamiento adicional, por ejemplo, haciende la proteina
facilmente ajustable a un pH deseado, adicién de excipiente,
modificacién quimica, o 1liofilizacién. Las formilaciones

también pueden ser utilizadas para almacenamiento de péptidos y
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de proteinas procesadas, por ejemplo, proteinas tal como
anticuerpos que estén conjugados a otros residuos péptido o no-
péptido.

Ejemplos especificos no limitantes también se proveen
ilustrando métodos para identificar una formulacién favorable
para el almacenamiento de tres anticuerpos diferentes, un anti-
CD22, un anti-lewis ¥, y un anti-S5T4, los cuales pueden ser
utilizados, por ejemplo, comoc pustancias intermediarias para la
elaboracién de drogas preparadas conjugando los anticuerpos a
un compuesto tal como una citotoxina. Una sustancia
intermediaria es una sustancia, generalmente una proteina (por
ejemplo, un anticuerpo} que es utilizado en la fabricacién de

un compuesto tal como una droga.

Formulaciones

Las formulaciones descritas aqui generalmente
incluyen una proteina aislada en una solucién acuosa de un pH
de alrededor de 3,0-9,0, por ejemplo, pH de alrededor de 4,0-
8,0, pH de alrededor de 5,0-6,5, ,0 un pH de alrededor de 5,5-
6,0. Las formulaciones no contienen crioprotectores o
surfactantes. En general, las formulaciones no contienen un
preservante.

Una formulacién como se describe aqui no contiene un
crioprotector. Los crioprotectores son conocidos para aquellos
expertos en el arte, e incluyen, por ejemplo, monosaclridos

(por ejemplo, glucosa, fructosa, maltosa, ribosa, manosa, y
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xilosa); disacdridos {(por ejemplo, trehalosa, sacarosa,
celobiosa, y lactosa); trisaciridos (por ejemplo, rafinosa);
alcoholes de azficar (por ejemplo, manitol, sorbitol, mio-
inositol, inositoles foseforilados, y glicerol); polisacédridos
(por ejemplo, hidroxietil almidén (HES), dextrano, dextrano
fosforilado, heparina, sulfato de heparina, &cido hialurénico,
sulfato de dermatan, sulfato de condroitina, y agarosa); &cidos
carbox{licos (por ejemplo, piruvato y 2,3,-difosfoglicerato); y
proteinas o mezclas de proteina utilizadas para un efecto
protector (por ejemplo, sangre, suero de animal, plasma,
albGmina de humano, albiimina de bovino, gelatina de bovino, y
gelatina de pescado).

Las nuevas formulaciones no contienen un surfactante
(un reactivo que puede reducir la tensién superficial del agua
cuando se utiliza en concentraciones muy bajas). Los
surfactantes son conocidos en el arte e incluyen, por ejemplo,
a los surfactantes polisorbato 80, polisorbato 20, y Pluronic®.

En general, las nuevas formulaciones no contienen un
preservante. Los preservantes son conocidos para aquellos
expertos en el arte e incluyen agentes antibacterianos y
antifGngicos tal como por ejemplo, azida de sodio, compuestos
que contienen mercurio tal como timerosal, xilenoles,

antibiéticos, isotiazolonas, y amfotericina.
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Tampones

Las formulaciones pueden estar en un tam;l:én, que
gignifica un agente que mantiene el pH de una solucién en un
rango aceptable. Un tampén puede incluir, por ejemplo, citrato,
acetato, histidina, gluconato, succinato, fosfato, Tris (tris
(hidroximetilaminometano) ), dietanoclamina, HEPES, u otros
tampones &cidos orgdnicos. Otros tampones adecuados para ser
usados con una proteina son conocidos para agquellos expertos en
el arte. Ciertas formulaciones excluyen el uso de tampones de
amina. En formulaciones que contienen un tampén, el tampbén estid
generalmente presente en una concentracifm en el rango desde
més que OmM hasta 150mM. En algunos casos la concentracién del
tampén es desde alrededor de 50mM hasta alrededor de 100mM o©
desde alrededor de 1mM hasta alrededor de 50mM. Por ejemplo la
concentracién del tampén puede ser desde alrededor de 10mM
hasta 20mM. En algunos casos, una combinacién de tampones puede
ser utilizada, por ejemplo, tampones HEPES y Tris pueden ser
usados en combinacidn.

Otras consideraciones pueden ser aplicadas a
seleccionar un tampén. Por ejemplo, tampones de amina tal como
tampones Trise o© histidina no son adecuados para ciertos
procedimientos de conjugacién y por lo tanto no son adecuados
para una formulaciSn que contiene una proteina que Bserd
utilizada en tal procedimiento de conjugacién.

En general, la concentracién de sal utilizada en una

formulacién es expresada como sal agregada y no se tiene en
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consideracién, por ejemplo, el sodio contribuido por el tampén
o la sal que estaba presente en la muestra de proteina previo a
la dilucién en la formulacidn.

Las formulaciones pueden ser preparadas utilizando
métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, se puede utilizar la
diflisis para introducir un tampén del pH deseado Vv,
opcionalmente, una sal a una formulacién gque contiene 1la
proteina de interés. Generalmente, s8e provee una muestra
inicial que contiene una proteina aislada, de interés. En
algunos casos, tal como cuando la muestra inicial es de una
alta concentracién de proteina, antes de la dilucién en 1la
formulacién, no es necesario tener en cuenta el pH o 1la
cantidad de sal de la mueatra inicial. Cuando se prepara una
formulacién wutilizando una muestra inicial que contiene
concentraciones de sal muy altas o concentraciones de tampén
muy altas, un método para preparar la proteina es generalmente
utilizado, en el cual se retira o reduce los componentes no-
protefina de la muestra inicial (por ejemplo, mediante

didlisis).

Estabilidad
Ee una caracteristica de las formulaciones aqui

descritas que la proteina (por ejemplo, anticuerpo) componente

de la formulacién es estable por al menos un perfiodo de tiempo'

egspecificado que no es menor de tres semanas cuando la

formulacién es almacenada a una temperatura desde -80°C hasta
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8°C. En general, un componente de proteina en una formulacién

es estable por al menos un afio a 5°. La estabilidad
generalmente se refiere a la estabilidad conformacional de 1la
proteina y/o la estabilidad de la actividad. Con respecto de
una formulacifén, una proteina es estable si cumple al menos uno
de los parimetros para estabilidad que se proveen aqui. En
general, ee deseable minimizar la formacién de especies de alto
peso molecular que se acumulan durante el almacenamiento de una
proteina. Por lo cual, un pardmetro para la estabilidad es que
el aumento, 8i lo hay, en la cantidad de especies de alto peso
molecular en una formulacién sometida a almacenamiento es menor
que en un control. Por ejemplo, el porcentaje de especies de
alto peso molecular en una muestra después del almacenamiento
en una formulacién no aumenta significativamente respecto de un
control. En general, un control es una réplica de la
formulacién que no ha sido sometida a almacenamiento bajo las
condiciones experimentales (por ejemplo, por tres semanas a -
80° hasta 8°C). En algunos casos, el porcentaje del componente
de proteina de una formulacién en especies de alto peso
molecular después del almacenamiento es de 10% o menos del
total de proteina, 5% o menos del total de proteina, es 3% o
menos del total de protefina, o es 2% o menos del total de
proteina. Los métodos de ensayo de especies de alto peso
molecular son conocidos en el arte e incluyen SEC-HPI.C, SDS-
PAGE, electroforesis capilar, y cromatograffia por exclusién de

tamafio
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Otro parfmetro que puede ser ensayado es el aumento,
8i lo hay, en la cantidad de especies de bajo peso molecular en
una formulaciém sometida a almacenamiento. En general, es
deseable minimizar la acumulacién de especies de bajo peso
molecular durante el almacenamiento. Por ejemplo, el porcentaje
de especies de bajo peso molecular en una muestra después del
almacenamiento en una formulacién no aumenta significativamente
respecto de un control. En algunos casos, el porcentaje del
componente de proteina de una formulacién en especies de alto
pesc molecular después del almacenamiento es de 10% o menos del
total de proteina, 5% o menos del total de proteina, es de 3% o
menos del total de proteina, o es de 2% o menos del total de
proteina. Las especies de bajo peso molecular pueden ser
ensayadas utilizando métodos conocidos en el arte, por ejemplo,
SEC-HPLC.

La proporclidén de especies &cidas y bé&sicas en una
formulacién después del almacenamiento bajo diversas
condiciones puede ser comparada con la proporcién en un
control. En general, el porcentaje de especies &cidas,
indicativo de des-amidacibén, es determinado. Un incremento en
el porcentaje de especles &cidas es indicativo de estabilidad
disminuida. Por ejemplo, una formulacién estable generalmente
muestra no mis que un 10% de aumento en el porcentaje de
especies &cidas respecto de un control bajo una condicién
seleccionada. Los métodos para determinar el porcentaje de

egpecies &cidas en una muestra son conocidos en el arte, por
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ejemplo, CEX-HPLC. En algunos casos, la presencia de especies
bisicas es probada utilizando métodos conocidos en el arte. U
cambio en el porcentaje o tipo de especies bdsicas presentes en
una proteina almacenada en una formulacién es indicativo del
grado de eptabilidad de las especies de protefna en 1la
formulacién.

Otro pardmetro para la estabilidad puede ser un
incremento en los agregados y las especies HMW, si lo hay, que
es menos que o lo mismo que un 10% del aumento de los agregados
y de las especies de alto pesc molecular en un control. Los
agregados generalmente son aquellos materiales en una muestra
que no ingresan a una gel, columna, u otro medio de separacién
que puede ser utilizado para separar los componentes de
proteina de una formulaci6n. Los métodos para determinar las
especies de alto peso molecular mids los agregados en una
formulacién son conocidos en el arte e incluyen electroforesis
en gel de poliacrilamida, cromatografia por exclusién de
tamafio, electroforesis capilar, y barrido de luz.

La potencia o actividad de una proteina puede ser
determinada y utilizada como un parfmetro para establecer la
estabilidad de una formulacién. En el caso de un anticuerpo, se
puede utilizar un inmunoensayo (por ejemplo, un ensayo
inmunosorbente ligado a enzima(ELISA)). Cuando un inmunoensayo
u otro ensayo de actividad son utilizados, un anticuerpo en una
formulacién es estable sl este retiene al menos un 50% de su

actividad en el inmunoensayo respecto de la actividad de un
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control. En algunos casos, la formulacifén es estable si la
proteina retiene al menos el 20% de eu actividad.

Otros bar&mtros de estabilidad también pueden ser
medidos y utilizados para evaluar una formulacién. Por ejemplo,
la estabilidad de una proteina en una formulaciém después de
agitacién puede ser probada. Esto puede ser un parametro
importante, debido a que es deseable que las muestras se
mantengan estables durante el transporte. La estabilidad de una
formulacién con zrespecto de la agitacién es generalmente
probada sometiendo la mueatra a agitacién (por ejemplo, 360
rpm) por un periodo de tiempo (por ejemplo, 12 horas, 24 horas,
48 horas, o mayor) luego determinando si existe un incremento
en productos indicativos de inestabilidad (por ejemplo,
especies de alto peso molecular, especies de bajo peso
molecular, o especies Acidas) respecto de un control.

Otros métodos conocidos en el arte pueden ser usados
para evaluar la estabilidad de una proteina en una formulacién.
Ejemplos de tales métodos incluyen dicroismo circular, el cual
provee ambas la informacién de la estructura secundaria y
terciaria, espectroscopia de fluorescencia (por ejemplo, en
presencia de Bie-ANS, el cual se une a parches hidrofébicos
como un indicio de desplegamiento), calorimetria diferencial de
barride (DSC, 1la cual monitorea el desplegamiento térmico
total), y la ultrafiltracién/diafil;racién.

Mis de un parfmetro puede ser usado para evaluar la

estabilidad de una proteina.
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Temperatura

Es una ventaja de clertas formulaciones descritas
aqui que estas proveen un método para almacenar una proteimna en
una solucién minima de tal modo que la proteina no presenta una
degradacién o agregacién importante a lo largo del tiempo y a
lo largo del un rango de temperaturas. En general, una proteina
o péptido en la formulacién es estable por al menos tres dias
{por ejemplo, dos semanas o cuatro semanas) a temperaturas
comprendidas en el rango desde alrededor de -80°C hasta

alrededor de 40°C o desde alrededor de -80°C hasta alrededor de

8°C (por ejemplo, hasta alrededor de 5°C). En algunos casos, es
deseable que una formulacifn sea estable por periodos extensos
de tiempo, por ejemplo, por al menos 2 meses, tres meses, seis
mepes, nueve mesee, un afio, tres afios, cinco afios, siete afios,
o diez afios.

Ademfa, una protefina incluida en una formulacibén
puede exhibir una estabilidad importante a lo largo de ciclos
de congelamiento-descongelamiento repetidos, y luego de dicho
" tratamiento puede mantenerse estable después de ser
deacongelada. En general, una formulacién a ser congelada es
congelada r&pido, por ejemplo, congelada en nitrégeno liquido.
El descongelamiento puede eer a un rango de temperaturas, por
ejemplo, desde alrededor de 0°C hasta alrededor de 25°C, el cual
es descongelamiento lento; o desde alrededor de 26°C hasta 40°C,
el cual es descongelamiento répido. UN ejemplo de

descongelamiento répido es descongelar la formulacién en un
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bafio de agua a 37°C. Una proteina en una formulacién puede ser
estable por al menos un ciclo de congelamiento-
descongelamiento, al menos cinco ciclos de congelamiento-
descongelamiento, o al menos diez ciclos de congelamiento-
deacongelamiento.

Puede ser deseable determinar un régimen Sptimo para
el congelamiento-descongelamiento de una formulacifn de modo de
preservar la eptabllidad, o puede ser deseable identificar una
formulacién que provea la mayor estabilidad para una proteina
que sea sometida a un ciclo de congelamiento-descongelamiento
particular. Coneecuentemente, en algunas modalidades, es
evaluado este parimetro. Por ejemplo, una formulacién de ensayo
puede ser probada en cuanto a la estabilidad bajo diversas
condiciones de congelamiento-descongelamiento tal como
congelamiento ré&pido, congelamiento 1lento, descongelamiento
radpido, descongelamiento 1lento en varias combinaciones para
determinar el procedimiento que produce la menor degradacién de

productos (por ejemplo, la que tiene la mayor estabilidad).

Polipéptidos

Los polipéptidos utilizados en 1las formulaciones
descritas aqui son generalmente proteinas aisladas. UNa
proteina "aislada" estd substancialmente 1libre de material
celular o de otras proteinas contaminantes de la célula o de la
fuente de tejido de la cual la proteina es derivada, o esté

substancialmente libre de precursores quimicos o de otros
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productos quimicos cuando es quimicamente eintetizada. EIL
término "substancialmente libre" representa a una preparacién
de protefina aislada que tiene menos de alrededor de 30%, 20%,
10% o 5% (es peso seco), de otras proteinas (también conocidas
aquf como "proteina contaminante"), o de precursores quimicos.
Cuando la proteina aislada es producida de manera recombinante,
generalmente también esti4 substancialmente libre de medio de
cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menocs de
alrededor de 20%, menos de alrededor de 10%, o menos de
alrededor de 5% del volumen de la preparacibén de proteina.

En algunos casos, son utilizadas combinaciones de
proteinas en una formulacién. Por ejemplo, dos anticuerpos
diferentes que se van a preparar como un medicamento pueden ser
almacenados juntos en misma formulacién. También puede ser
utilizado un anticuerpo con una formulacién en combinacién con
otros tipos de proteinas o péptidos, incluyendo péptidos
t6xicos. Loa fragmentos de péptidos o proteinas pueden ser
utilizados con las formulaciones, por ejemplo, un fragmento de
anticuerpo tal como un fragmento Fab puede ser utilizado.

En general, “proteina” se refiere a una protefna de
largo total o un fragmento de la misma. Una proteina puede
corresponder a una protefina que existe de manera natural o un
fragmento de la misma, o una proteina sometida a ingenieria
genética originada desde por ejemplo, mutagenesis o técnicas
recombinantes, o un fragmento de la misma. Una 'proteina puede,

en algunos casos incluir una porcién no-proteinacea tal como
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una molécula detectable (por ejemplo, una molécula fluorescente
0 un radioisétopo), una toxina, una droga, o una molécula
pequefia. Las proteinas pueden contener, por ejemplo,
aminodcidos que no existen de manera natural. La proteina puede
ser una proteina hibrida. La proteina puede incluir mis de un
tipo de proteina separada como en un anticuerpo (por ejemplo,
que contiene ambas cadenas liviana y pesada) o una proteina
insulina madura. UN ejemplo de un fragmento de protefina gque
puede ser usado incluye un fragmento Fab o un fragmenteo Fc. En
algunos casos, un péptido es usado son una formulacién, o, como
se describe antes, una combinacién de al menos una proteina y
al menos un péptido o fragmento de protefina. Las toxinas
proteinaceas también pueden ser almacenadas en formulaciones,
por ejemplo, solas, conjugadas a otra proteina o péptido, o
comc una entidad separada con otra proteina o péptido. En
general, las formulaciones provistas aquf son Gtiles para
cualquier polipéptido (proteina o péptido) como se describe
aqul para las proteinas.

Un péptido es un compuesto que tiene dos o mése
aminodcidos covalentemente unidos (por ejemplo, 5, 10, 15, 20,
30, o 50 amino&cidos). En general, una proteina es un
polipéptido o miltiples polipéptidos (por ejemplo, una molécula
de anticuerpoc que contiene cadenas livianas y pesadas, o
porciones de las mismas) que tiene al menos 50 amino&cidos de

longitud.
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Las formulaciones también pueden ser usadas para
almacenar polipéptidos que est&n conjugados a un residuo de
péptido o no péptido. Ejemplos de tales residuos incluyen, sin
limitacién, una molécula fluorescente (por ejemplo,
fluoresceina, rodamina, proteina verde fluorescente (GFP),
proteina roja fluorescente (RFP), Cy3, Cy3.5, Cy5, o Cy5.5), un
repiduo elemental {por ejemplo, particulas de oro), una droga,
© una toxina. Los métodos para conjugar tales moléculas a un
polipéptido son conocidos en el arte. Ejemplos de moléculas
incluyen, sin limitacién, ricina (Mansfield et al., 1997, Blood
90:2020-2026; Ghetie et al., 1991, Cancer Res. 51:5876; Conry
et al., 1995, J. Immunother. Emphas. Tumor Immunol. 18:231-
241), exotoxina A de Pseudomonas (PE) (Smith, 2001, Seattle
Genetics Curr. Opin. Investig. Drugs 2(9):1314-1319; Mansfield
et al., 1996, Bioconjug. Chem. 7:557), taxano (es decir,
Paclitaxel) (Guillemard et al., 2001, Cancer Res. 61l: 694-699),
doxorubicina (Shouval et al., 1988, Proc. Nat. Acad. Sci. USA.
85:8276-8280; Takahashi et al., 1996, Anticancer Drugs
7(6) :687-696; Shih et al., 1991, Cancer Res. 51(16) :4192-4198;
SBhih et al., 1994, Cancer Immunol. Immunother. 38(2):92-98;
Alexandru et al., 1999, Cancer Res. 59:115-121; Trail et al.,
1993, Science 261:212-215), antracenos (Days et al., 2005,
Bioconjugate Chem. 16:949-958), maitansinoide (Tassone et al.,
2004, Cancer Res. 6§4:4629-4636; Tolcher et al., 2003, J. Clin.
Oncol. 21(2):211-222), adriamicina (Hurwitz et al., 1983, Ann.

N.Y. Acad. Sci. 417:125-36; Takahashi et al., 1988, Gan No
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Rinsho 34:847-50; Deguchi et al., 1987, J. Urol. 137(2):353-
358), radiois6topos (Karube et al., 1996, Nuclear Med. Biol.
23:753-759; Mishra et al., 2004, J. Drug Target. 12(9-10) :559-
567; Lee et al., 2001, Cancer Res. 61:4474-4482), metotrexato
(Ryser et al., 1988 J. Cell Physiol. 135(2):277-284; Mandel et
al., 1991, J. Cell Physiol. 149(1):60-65), &cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-N,N', N'' N''‘'-tetraacético (DOTA) , por
ejemplo, conjugado a otro residuo tal como 90-Itrio (Lu et al.,
2005, J. Pharm. Sci. 94(4):788-797), estreptavidina (Ngai et
al., 1995, Nucl. Med. Biol. 22(1l), 77-86), productos conjugados

a radioisb6topos (por ejemplo, indicados en Biopharmaceutical

Products in the U.S. Market, 4™ Edition, Rader, ed.,

Biotechnology Information Institute, Rockville, MD, 2005),
incluyendo Tecnecio (Tc) 99m, Itrio, y radioconjugados Inlll.
En general, el componente proteina de una formulacién
es una proteina que tiene 1in pI relativamente alto, por
ejemplo, un pI de al menos 6,0, 7,0, 8,0, o 8,5. La proteina
puede tener mids de una cadena peptidica como en un anticuerpo.
Cuando el componente proteina de una formulacién es un
anticuerpo, el anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal, o©
un fragmento del mismo (por ejemplo, un fragmento Fab). Una
proteina puede estar presente en una formulacién a una
concentracién desde alrededor de lmg/ml hasta alrededor de 300
mg/ml, desde alrededor de 1lmg/ml hasta alrededor de 200 mg/ml,
desde alrededor de 1lmg/ml hasta alrededor de 100 mg/ml, desde

alrededor de 1mg/ml hasta alrededor de 50 mg/ml, desde
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alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 300 mg/mi, desde
alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 200 mg/ml, desde
alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 50 mg/ml, deade
alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 30 mg/ml, o desde
alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 50 mg/ml. Los
anticuerpos especificos utilizados en 1las formulaciones
descritas aquf son un anticuerpo monoclonal anti-CD22
humanizado, un anticuerpo Y anti-Lewis monoclonal, y un
anticuerpo anti-5T4.

Una proteina aislada utilizada en una formulacién es
generalmente una proteina que tiene potencial como un agente
terapéutico © potencial para ser parte de un agente
terapéutico. Tales proteinas se conocen aqui como una proteina
terapéutica e incluye anticuerpcs.

Ejemplos de proteinas especificas que pueden ser
utilizadas aquf incluyen anticuerpos tales como anti-CD-22
(véase US20040082764A1 y US20040192500A1), anti-Lewis Y
(WO 05/019271A1), y anti-5T4 (v&ase la solicitud U.S.serial No.

60/608494, presentada en Septiembre 10 de 2004).

PH

Las condiciones favorables de pH para una formulacién
Be encuentran entre alrededor de pH 4,0 hasta un pH de 8,0. En
general, el pH es de alrededor de 5,5-6,0. A un pH de alrededor
de 5,5-6,0, una formulaci6n gque contiene un anticuerpo

monoclonal puede ser almacenada y mantiene la estabilidad por
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al menos tree meses, por ejempl , seis meses, un afilo, o dos
afices desde una temperatura de 0°C hasta alrededor de 8°C

(generalmente de alrededor de 1°C hasta alrededor de 5°C), y
para almacenamiento de largo plazo (por al menos tres afios,
cinco afica, siete afios, o diez afios) por ejemplo a -80°C.

Identificacién de formulaciones favorables

En algunos métodos descritos aqui, una formulacién
favorable pe identifica para una proteina de interés
egpecifica. En estos métodos, una proteina aislada, por
ejemplo, una proteina terapéutica tal como un anticuerpo, es
identificada para ser almacenada en una formulacién tal como
aquellas descritas aqui. La protefina puede ser un anticuerpo
gque va a ser almacenado hasta que pueda ser utilizado para
procesos downstream (proceso de recuperacién y purificacién de
biomoléculas) tal como para la fabricacién de un anticuerpo
conjugado a una citotoxina (por ejemplo, caliqueamicina) para
ser fado como un agente terapéutico. Otros ejemploa incluyen el
almacenamiento de un anticuerpo que se va a conjugar a una
marca detectable tal como fluoresceina, rodamina, © conjugado a
polietilen glicol seguido de liofilizacién para un
almacenamiento mis largo del anticuerpo.

Para identificar una formulaciém favorable para el
almacenamiento de la proteina aislada, generalmente, 1la
proteina es suspendida in una serie de soluciones de ensayo a
un pH en el rango desde alrededor de 4,0-8,0 (por ejemplo, pH

5,0-6,0) y con concentraciones de sal en el rango desde
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alrededor de OmM-150mM. Estas soluciones de ensayo se almacenan
a varias temperaturas por un periodo de tiempo especificado o
varios perifiodos de tiempo diferentes (por ejemplo, tres dias,
dos Bsemanas, o cuatro semanas). Luego lae muestras son
evaluadas para al menos un parimetro de estabilidad tal como
especie de alto peso molecular, especiese de bajo peso
molecular, un cambio en el porcentaje de especies &cidas, o un
cambio en la cantidad de agregados y de especies de alto peso
molecular. Las muestras en las cuales el componente de proteina
de la formulacién es estable son luego seleccionadas como
formulaciones favorables para almacenamiento de las especies.
Evaluaciones adicionales pueden ser realizadas para evaluar
otros par&metros de estabilidad tal como estabilidad después
del ciclo de congelamiento-descongelamiento o después de
aglitacién (revolver). Los ejemplos provistos supra proveen una
guia adicicnal para métodos que bsirven para identificar una
formulacién favorable para el almacenamiento de una proteina

aislada especifica.

Métodos de almacenamiento de una proteina

Aquf se proveen métodoe de almacenamientc de
proteinas o péptidos (por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, o proteinas conjugadas a un residuo peptidico o no-
peptidico). lLos métodos 8on particularmente dtiles para
almacenar una proteina tal como un anticuerpo hasta que se

necesita para la fabricacién, por ejemplo, para fabricar o
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elaborar una droga conjugada a una citotoxina o para fabricar
un reactivo marcado que @sea detectable, o para el
almacenamiento de una proteina que ha sido modificada, por
ejemplo, por medio de conjugacién a un residuo peptidico o no-
peptidico.

El almacenamiento de una proteina (por ejemple, un
anticuerpo) como parte de una formulacién reivindicada provee
flexibilidad incrementada para procesos downstream respeto de
formulaciones que contienen agentes @estabilizantes y/o
crioprotectores.

También puede ser utilizada una formulacién para
proveer, por ejemplo, una sustancia de droga de un anticuerpo
monoclonal estable, o una formulacién de pustancia de droga
intermediaria para un procesamiento posterior, tal como para
ser conjugada con potentes agentes anti-cancerigenos,
liofilizacién, o una formulacién liquida para administracibn
parental. En general, E1 método incluye el almacenamiento de
una proteina aislada seleccionada como parte de una solucién
acuosa que no incluye un surfactante, no incluye un
criopreservante, y gque tiene una concentracién de tampén
relativamente baja (por ejemplo, desde alrededor de 10mM hasta
alrededor de 20mM). En general, la concentracién de sal de 1la
formulacién es relativamente baja, generalmente menos de
alrededor de 100mM, por ejemplo, desde alrededor de OmM hasta

alrededor de 50mM, desde alrededor de 1mM hasta alrededor de
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20mM, desde alrededor de 1mM hasta alrededor de 10mM, o desde
alrededor de 5mM hasta alrededor de 10mM.

Ademis de las ventajas descritas supra y aquellas
aparentee a partir de las cl&usulas, las proteinas almacenadas
como se ha descrito aqui tienen una buena reproducibilidad
entre muestras (por ejemplo, muestras de proteina de una a
preparacién Gnica las cuales son separadas en alicuotas y en
donde las alicuotas utilizando una formulacién descrita aqui).
Ademds, las protelinas almacenadas como se ha descrito aqui
generalmente son eficientemente procesadas posteriormente al
almacenamiento, por ejemplo ellas son conjugadas més
eficientemente que las proteinas almacenadas con crioprotector

y/o surfactante.

EJEMPLOS

Ademfs la invencién es ilustrada a través de los
siguientes ejemplos. Los ejemplos son provistos para propdsitos
ilustrativos Bolamente. No se pretende gque estos sean
interpretados como limitando el espectro o contenido de la

invencién, de ninguna forma.

Ejemplo 1: pH
Anti-Lewis Y

Para investigar el rango de pH en el cual un
anticuerpo es estable, se prepararon muestras de 1mg/ml de

anticuerpec Y anti-Lewis en un rango de pH desde 4 a 8,
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especificamente a pH 4,0, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, y 8,0. En
este ejemplo y aquellos descritos mis adelante, se prepararon
muestras generalmente en frascos Teflon' PFA de 5 ml (Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL), por ejemplo, un volumen total de
muestra de 2 ml. Las concentraciones de proteina fueron
determinadas utilizando absorbancia UV a 280 nm medida con un
espectrofotémetro Spectra Max  PLUS (Molecular Devices Corp.,
Sunnyvale, CA) para probar las muestras en placas UV Costar de
96 pocillos (Corning, Corning, NY). La concentracién de
proteina fue calculada utilizando el coeficiente de absorbancia
especifica de 1,36 (mg/ml) lcm™. Las muestras fueron preparadas
por medio de diflisie en tampones de pH que contienen tampén
fosfato de potasio 10mM del pH seleccionado. También, cada
muestra contiene NaCl 75mM. Las muestras preparadas fueron
filtradas de forma estéril y colocadas en un congelador a -
80°C, o en una cémara de estabilidad mantenida a 5°C o 40°C.
Después de cuatro semanas, las muestras fueron probadas para la
presencia de especies de alto peso molecular y de especies de
bajo peso molecular utilizando SEC-HPLC (cromatografia por
exclusiétn de tamafio-cromatografia ligquida de alta resolucién).
En andlisis SEC-HPLC fue realizado utilizando TosoHaas
{(Montgomeryville, PA) BIOSEP G3000SWy, como la columna de

separacién utilizando métodos conocidos en el arte.

Las muestras congeladas fueron descongeladas en un

bafio de agua a 37°C antes del andlisis.
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La existencia de especies de alto peso molecular
aumencd con el pH, pero las especies de alto peso molecular no
fueron el principal producto de degradacién como una funcién
del pH (Fig. 1A). El perfil de pH de las especies de bajo peso
molecular para las muestras almacenadas a 40°C fue de forma V,
con el minimo de las especies de bajo peso molecular a pH 5,5
(Fig. 1B). Por consigquiente, el anticuerpo Y anti-Lewis era
estable a un rango de temperatura desde -80°C hasta 5°C y sobre
un rango de pH desde pH 4,0 hasta 8,0,

Ademés, pe utilizé CEX-HPLC (cromatografia de
intercambio catiénico-HPLC) para evaluar la estabilidad de las
muestras. Estos andlisis fueron realizados utilizando una
columna Dionex (Sunnyvale, CA) ProPac WCX-10. Se encontrd que
la concentracién de especies &cidas aument6 a mayor pH en las

muestras almacenadas a 40°C (Fig. 2). 8in embargo, para

muestras almacenadas a 5°C y a -80°C, el Y anti-Lewis fue
estable a lo largo del rango completo de pH, confirmando las
conclusiones obtenidas de los datos SEC-HPLC.

Incluso como un otro método para evaluar la
estabilidad, se utilizé SDS-PAGE para ademids analizar 1las
muestras almacenadas a 40°C utilizando geles de 4-20% corridos
ya sea bajo condiciones de reduccién o de no- reduccién. En
estos experimentos, se demostrd que la menor cantidad de cambio
en el peso molecular, y por ende la mayor estabilidad, fue de
aquellas muestras en el rango de pH de 5,0 - 6,0 (Fig. 3). Por

lo cual, las muestras (por ejemplo, anticuerpos) que van a ser
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almacenados a 40°C son mejor mantenidos a un pH entre alrededor
de 5,0 y 6,0.

Ademés, se utilizé electroforesis de enfoque

isoeléctrico (IEF) para evaluar las muestras almacenadas a

40°C. La electroforesis IEF fue utilizada para monitorear los

cambios de pI de las muestras de anticuerpo debido a 1la

produccién de especies &cidas como un resultado de 1la

degradacién de proteina.

Consistente con los resultados del andlisis SDS-PAGE
de las muestras de anticuerpo, aquellas muestras en el rango de
pH entre 5,0 - 5,5 presentaron la menor cantidad de cambio en
la carga de total de proteina (Fig. 4).

Un aspecto importante del almacenamiento es la
estabilidad del pH de una formulacién a lo largo del tiempo.
Por lo tanto, el pH de las muestras fue probado al principio

del experimento, después de doe semanas, y después de cuatro

semanas de almacenamiento a las tres temperaturas. No existid
deaviacién importante desde el pH de partida en ninguna de las
muestras (Tabla 1).

Tabla 1: medicién de control de estabilidad de las muestras de

Y anti-Lewis, frente al pH

PH pH medido
objetivo [Time 0 |2 semanas 4 semanas
-80°C [s°C 40°C  |-80°C [5°C 40°C |
4,00 4,01 4,01 4,02 4,02 4,05 4,07 4,03
5,00 5,01 5,02 5,01 5,02 5,07 5,06 5,02
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5,50 5,51 5,52 5,52 5,52 5,55 5,57 5,54
6,00 6,00 5,99 5,99 6,00 6,04 6,06 6,02
6,50 6,51 6,51 6,51 6,50 6,55 6,56 6,53
7,00 7,03 7,03 7,00 6,99 7,04 7,05 7,01
8,00 8,01 7,97 7,96 7,92 7,97 7,97 7,91

Juntos, los datos presentados mis arriba demuestran
que el Y anti-Lewis es estable a lo largo de un rango de
-temperatura desde -80°C hasta 5°C y sobre un rango de pH de 4-8.
En general, un pH favorable para el almacenamiento de este
anticuerpo es de alrededor de 5,5. Esto también provee
condiciones relativamente favorables para el almacenamiento del
anticuerpo a 40°C.

En general, se selecciona un pH ©para el
almacenamiento de proteina que resulta en esatabilidad a 1lo
largo de un rango de dos o mie temperaturas, por ejemplo,
cuarkio la muestra es almacenada por debajo de 0°C, cuando la
muestra es almacenada entre 0°C y 15°C, y cuando la muestra es
almacenada entre alrededor de 15°C y 40°C. En otro ejemplc no
limitante, cuando la muestra es almacenada a alrededor de

-80°C, 5°C, y 40°C.
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Anti-CD22

También fueron probados los efectos de pH en el
almacenamiento de un segqundo anticuerpo (anti-CD22), wun
anticuerpo IgG4 humanizado que estd dirigido a CD22, el cual es
expresado en la superficie de células B maduras normales y
malignas. El plI tebrico del anti-CD22 es de aproximadamente
8,5. Mientras que la hidrSlisis es mis probable que ocurra a pH
5,0 y por debajo, la desamidacién es probable a un pH mayor gue
7,5. De modo que los experimentos fueron diseflados para cubrir
un rango de pH de 4 a 8 para probar el efecto del pH sobre la
estabilidad de 1la proteina, para evaluar la capacidad
indicadora de estabilidad de los procedimientos analiticos, y
para proveer una razdn para la seleccibén del pH adecuado para
el almacenamiento de una formulacién de proteina.

Se prepard muestras gue contienen anti-CD22 las
cuales contenian 0,5 mg/ml de anti-CD22 en varios tampones a
los valores de pH a ser probados. Se almacené las muestras por
dos semanas a 5°C, 25°C, o 40°C a un pH de 4,0 (succinato
10mM), 5,0 {citrato 10mM), 5,5 (succinato 10mM), 6,0 (histidina
iomM), 6,5 (histidina 10mM), 7,0 (fosfato 10mM), o 8,0 (Tris
10mM) . Las muestras fueron analizadas en cuanto al porcentaje
de especies de alto pesc molecular presentes utilizando SEC-
HPLC. En estas muestras (cada una de ellas conteniendo 0,5
mg/ml de anti-CD22), no se observé un aumento importante en el
porcentaje de especies de alto peso molecular en aquellas

muestras en el rango de pH de 5,0 a 8,0 comparada c n la
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cantidad presente bajo condiciones iniciales después de dos
semanas (Fig. 5).

Cuando un anticuerpo tal como un anti-CD22 va a ser
utilizado para un procesc downstream, s8se debe tener en
consideracién la presentacién de la sustancia intermediaria en
un tampSn adecuado para el procesamiento posterior. Por
ejemplo, la conjugacién de caliqueamicina a un anti-CD22 puede
ser realizada en un tampén que no contiene una amina primaria,
a un pH de 7 a 8,5. Sin embargo, puede no ser necesario que la
sustancia intermediaria que sea provista en el tampbén de
conjugaciép. En este ejemplo, la formulacién de la sustancia
intermediaria es limitada en cuanto a que las aminas primarias
en los componentes del tampén pudieran interferir con el
procedimiento de conjugacifn. Para investigar el almacenamiento
de proteinas en una solucién gque no contiene aminas primarias,
fueron realizados experimentos en los cuales en anti-CD22 Bse
concentrd hasta 25 mg/ml y se diafiltré o dializé ya sea en
HEPES 50mM (pH 7,6), succinato 50mM (pH 6,0), o succinato 50mM
+ HEPES 50mM (pH 7,0). Cada muestra fue estudiada hasta dos
semanas en cuanto a la estabilidad. Se prepararon las muestras
con o sin NaCl 75mM y se almacenaron a -80°C, 4°C, o 40°C. la
muestras se analizaron al tiempo = 0, una semana, y a las dos
semanas por A280/A320, SEC-HPLC, SDS-PAGE, e IEF (a las dos
gemanas) .

Los datos de estos experimentos demostraron que el pH

6,0 (tampén succinato) proveyd una mayor estabilidad respecto
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del pH 7,0 (HEPES) o una combinacién a pH 7,6 (HEPES y
succinato) (Fig. 6).

También se utilizé SEC-HPLC para evaluar el
porcentaje de especies de alto peso molecular en muestraa que
contienen 25 mg/ml de anti-~CD22 a pH 6,0, 7,0, o 7,6 en
succinato, HEPES, o una combinacién {(como se ha descrito més
arriba) que fueron almacenadas por dos semanas a -80°C, 5°C, o
40°C, en presencia o ausencia de NaCl 75mM. Estos datos
demostraron que la sal (NaCl) no tuvo un efecto importante
sobre la formacién de especies de alto peso molecular en estas
muestras (Fig. 6). Por lo tanto, la presencia de sal no es una

condicién crucial para el almacenamiento de anticuerpos.

Ejemplo 2: pH/ tampones

Para determinar si los diferentes tampones proveen
condiciones de almacenamiento favorables a diferentes valcres
de pH, se estudié tampones a un pH 0,5 unidades por encima y
por debajo del pH “6ptimo” tentativo utilizando el anticuerpo Y
anti-Lewis, como la muestra almacenada. En estos experimentos,
se eptudid cuatro diferentes sistemas de tampén en el rango de
pH desde 5,0 hasta 6,0. También se evalud el efecto de varias
fuerzas iSnicas sobre la estabilidad. Los tampones utilizados
en estos experimentos fueron acetato de sodio 10mM , pH 5,0,
5,5, ¥ 6,0; acetato de sodio 10mM, NaCl 75mM, pH 5,0, 5,5 vy
6,0; citrato de sodio 10mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; citrato de

sodio 10mM, NaCl 75mM, pH 5,0, 5,5 y 6,0; fosfato de sodio
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10mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0; foasfato de sodio 10mM, NaCl 75mM, pH
5,0, 5,5, y 6,0; succinato de sodio 10mM, pH 5,0, 5,5, v 6,0; vy
succinato de sodio 10mM, NaCl 75mM, pH 5,0, 5,5, y 6,0. En
estos experimentos, se dializé Y anti-Lewis en los tampones
anteriores y se diluy6 a una concentracién final de 1 mg/ml.
Luego las muestras fueron almacenadas a -80°C o 40°C por hasta
4 pemanas, luego fueron analizadas en cuanto al porcentaje de
eppecies de alto peso molecular y el porcentaje de especies de
bajo peso molecular utilizando SEC-HPLC. En estos experimentos,
se encontrd que las especies de alto peso molecular no fueron
las mis degradadas, y la diferencia en el nivel de las especies
de alto peso molecular entre las diferentes formulaciones fue
ineignificante (Fig. 7A). A un valor de pH 5,5, la muestra de
citrato de sodio demostr$ el menor nivel de especies de bajo
pesc molecular entre todos los tampones (con o sin adicién de
NaCl) (Fig. 7B).

Ademés, las mueatras fueron analizadas utilizando
CEX-HPLC. Estos datos confirmaron las observaciones totales de
los datos SEC-HPLC en cuanto a gque habfa un porcentaje
aumentado de especies &cidap presentes en muestras de pH
mayores en los cuatro tampones estudiados (Fig. 8), es decir,
hay una tendencia ascendente de las especies &cidas para todos
los tampones en el rango de pH de 5,0 a 6,0.

Eetos datos demuestran que en global, la estabilidad
de Y anti-Lewis fue similar en los cuatro tampones estudiados

(acetato de 8odio, citrato de sodio, foefato de sodio, y
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succinato de sodio) en un rango de pH desde 5,0 hasta 6,0.
Ademis, en el estudio de estabilidad acelerada (examinando la
estabilidad a 40°C; Fig. 7B}, la formacién de la menor cantidad
de especies de bajo peso molecular se produjo en la muestra que
contiene tampén citrato de sodio. Por lo cual, un tampén
favorable para el Y anti-Lewis es citrato de sodio 10mM, pH
5,5. Estos datos también demuestran un método para identificar
una formulacién favorable para el almacenamiento de una

protefina tal como un anticuerpo.

Ejemplo 3: Concentracién de sal y Concentracién de proteina

La concentracién de sal fue examinada como un
parimetro que puede tener un efecto sobre la estabilidad de una
protefna e una formulacién en almacenamiento. La estabilidad al
almacenamiento a una baja concentracién de protefna también fue
evaluada en el protocolo de degradacién acelerada descrito en
el Ejemplo 2. En estos experimentos, se encontr6 que a una
concentracién de proteina de 1mg/ml, la adicién de NaCl
promovid levemente la formacién de las especies de bajo peso
molecular (Fig. 7B) mientras que suprimié la formacién de las
especies cidas (Fig. 8) en todos los tampones estudiados.

Se utilizé CEX-HPLC y SEC-HPLC para evaluar la
egtabilidad de anti-lewis Y en citrato de sodio 10mM pH 5,5
conteniendo diferentes molaridades de NaCl. Estoa datos

demuestran que el anti-Lewis Y fue estable a 5°C y a -80°C en
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citrato de sodio 10mM, pH 5,5 que contiene 0-150mM de NaCl
(Fig. 9A) . La degradacién acelerada muestra, a una
concentracién de proteina de 30mg/ml, que el NaCl suprime 1la
aparicién de especies &cidas (Fig. 9A) pero eleva la formacién
de las especies de bajo peso molecular (Fig. 9C) y la formacién
de las especies de alto peso molecular fue relativamente
estable bajo las diferentes condicicones (Fig. 9B), lo cual
confirma la observacién de las muestras que contienen 1mg/ml de
proteina (Figs. 7 y 8). Por lo cual, se encontrdé que una
concentracién de sal de NaCl 75mM era la méds favorable para

minimizar la degradacién total.

Estabilidad con agitacién

Otra condicién que puede afectar la estabilidad de
una proteina es la cantidad de agitacién sufrida por 1la
muestra. Por lo cual, es deseable que el almacenamiento de la
formulacién preserve una cierta cantidad de estabilidad cuando
la muestra es agitada. Los experimentos fueron realizados para
estudiar la estabilidad de anti-lewis Y en una formulacién bajo
diversas condiciones de incubacién con agitacién. En estos
experimentos, se estudiaron las formulaciones que contienen ya
sea lmg/ml o 30mg/ml de anti-Lewis Y en citrato de sodio 10mM,
PH 5,5 en presencia o ausencia de NaCl 150mM, por medioc de
agitacién a 360 rpm por 24 horas a temperatura ambiente y el
porcentaje de recuperacién de monSmero fue estudiada utilizando

SEC-HPLC.
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Estos experimentos demostraron que el anticuerpo era
estable cuando estaba presente en una concentracién de 30mg/ml
al ser sometido a agitacién (Fig. 10). También se encontré que
a una concentracién de 1 mg/ml, de NaCl se redujo levemente la
recuperacién de monémero.

Consecuentemente, el simple almacenamiento de 1la
formulacién puede proveer suficiente proteccidn a la muestra,

frente al estrés inducido por la agitacién.

Estabilidad frente al congelamiento/descongelamiento

Las proteinas a ser utilizadas para diversocs métodos
de elaboracién pueden necesariamente ser sometidos a ciclos de
congelamiento-descongelamiento, ciertamente, algunas veces a
miltiples ciclos de congelamiento-descongelamiento. Por lo
tanto, es ventajoso para el almacenamiento de una formulacién,
proveer condiciones bajo las cuales haya una minima degradacién
causada por ciclos de congelamiento-descongelamiento. Ademids,
es Gtil para determinar que condiciones fueron preparadas para
las muestras, de modo que el congelamiento y descongelamiento
provea una O6ptima preservacién de la proteina. Para estudiar
estos par&metros, se prepararon muestras que contenian anti-
Lewis Y ya sea a las concentraciones de 1lmg/ml o 30mg/ml en
citrato de sodio 10mM, pH 5,5, en presencia o ausencia de NaCl
150mM. Egtas muestras fueron luego sometidas a diez ciclos de
congelamiento-descongelamiento con condiciones de congelamiento

ripido/descongelamiento répido, congelamiento
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ripido/descongelamiento lento, congelamiento
lento/descongelamiento ripido, o congelamiento
lento/descongelamiento lento. El congelamiento répido se
realizé, congelando la muestra en nitrSgeno 1liquido y el
congelamiento lento se realizd colocando la muestra a -80°C. El
descongelamientc r&pido se realizdé congelando la muestra en un
bafic de agua a 37°C y el descongelamiento lento se realizd
colocando la muestra a temperatura ambiente. La cantidad de
monémerco fue luego evaluada en cada mueatra utilizando SEC-
HPLC.

Los resultados de estos experimentos mostraron que el
anti-Lewis Y era estable a alta concentracifn de proteina (30
mg/ml) sin importar las condiciones de
congelamiento/descongelamiento o la concentracién de NaCl (Fig.
11A y Fig. 11B). El anti-Lewis Y fue estable frente a
condiciones de congelamiento lento 8in importar la
concentracién de protefna, las condiciones de descongelamiento,
o la concentracién de NaCl. 8in embargo, a una concentracién de
1 mg/ml de NaCl en 1la formulacién se redujo levemente la
recuperacién bajo condiciones de congelamiento muy répido.

En vista de lo anterior, se puede concluir que el
anti-Lewis Y es estable a -80°C y a 5°C en NaCl a una
concentracién en el rango desde 0 mM a 150 mM. Ademis, estudio
de estabilidad acelerada (un estudio de formulaciones a 40°C)
mostrd que el NaCl dieminuye levemente la formacién de las

especies &cidas mientras que promueve una aparicibén de especies
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de bajo peso molecular. En vista de estos resultados, se
encontré que el NaCl 75mM es 6ptimo para minimizar la
degradacién total del anti-Lewis Y.

Estos experimentos también demuestran métodos para
identificar condiciones favorables para una proteina especifica
a ser almacenada en una formulacifn aqui descrita.

Anti-CD22

Para examinar la variabilidad de las condiciones de
almacenamiento entre diferentes proteinas y ademfs validar los
métodos para identificar el almacenamiento de las formulaciones
para una proteina especifica, se investigé la estabilidad al
almacenamiento de un anti-CD22. En estos experimentos, las
formulaciones que contienen 25mg/ml (Fig. 6) de anti-CD22
fueron preparadas en varios tampones para alcanzar el pH
deseado; pH 6,0 (Buccinato 50mM); pH 7,0 (succinato 50mM y
HEPES 50mM); pH 7,6 (HEPES 50mM), y almacenadas por un mes a
-80°C, 5°C, 25°C, o 40°C, para luego ser evaluadas en cuanto al
porcentaje de especies de alto peso molecular.

Se encontr6 que el NaCl no tuvo efecto sobre la
estabilidad de anti-CD22 en el almacenamiento a altas
concentraciones de proteina (Fig. 6 y Fig. 12) a cualquiera de

las temperaturas estudiadas.

Estabilidad frente al estrés por agitacidn
Se realizé un estudio de agitacién para determinar

los efectos de la interaccién superficie/aire asobre anti-CD22
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en presencia de NaCl y polisorbato 80. Este estudio también fue
realizado para evaluar la estabilidad de anti-CD22 como un
liquido durante el embarque y 1la manufactura. En estos
experimentos, se prepararon las muestras que contenfan 15mg/ml
de anti-CD22 en tampén succinato 20mM, pH 6,0, con la adicién
de NaCl 75mM, O0,1% de polisorbato 80, o NaCl 75mM mds
polisorbato 80 al 0,1% (Tween). Las muestras fueron agitadas a
300 rpm por 24 horas. También se prepare un control, el cual
contenia solo el anti-CD22 en tampén succinato. Luego fue
estudiado el porcentaje de especies de alto peso molecular.
Estos datos demuestran que ni NaCl ni polisorbato 80 son
beneficiosce para la estabilidad de anti-CD22 durante la
agitacién (Fig. 13).

En conjunto, los datos presentados antes para anti-
CD22 en el almacenamiento de la formulacién demuestran que el
NaCl no tiene un efecto substancial sobre la estabilidad total
de anti-CD22. Por lo cual, NaCl no es necesario en la

formulacién anti-CD22.

Ejemplo 4: Concentracién de anticuerpo

Se investigé los efectos de 1la concentracién de
proteina sobre la estabilidad al almacenamiento en una
formulacién. Es deseable, la determinacién de una concentracién
de protefina favorable cuando se identifica una formulacién para

almacenamiento de una proteina especifica, asi como el
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descubrir 1los principios generales relacionados con Ila
importancia de este parimetro en una formulacién.

En estos experimentos, @e prepararon las mueatras que
contenian anti-lewis Y en citrato 10mM, pH 5,5 a una
concentracién de 1lmg/ml o 30mg/ml y que contenian ya sea nada
de NaCl o NaCl 75mM. Las muestras fueron almacenadas por cuatro
gemanas a 40°C, y luego estudiadas para el cambio en el
porcentaje de especies de alto peso molecular (Fig 14A), cambio
en el porcentaje de especies de bajo peso molecular (Fig. 14B),
y cambio en el porcentaje de especies dcidas (Fig. 14C).

Los resultados de estos experimentos revelaron una
estabilidad comparable para las formulaciones que contienen
lmg/ml y 30 mg/ml, con la menor concentracién (1 mg/ml) solo
levemente mids sensible a la presencia de NaCl.

La estabilidad sostenida es particularmente deseable
en el almacenamiento de una formulacién. Consecuentemente, se
llevé a cabo un estudio para determinar la estabilidad de
formulaciones de anti-Lewis Y 30mg/ml, que contienen 30mg/ml de
anti-Lewisa Y en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM a
varias temperaturas: -80°C, -20°C, 5°C, 25°, y 40°C. S8e estudié
las muestras a un mes, dos meses, tres meses, seis meses, Yy
nueve meses en cuanto al porcentaje de especies de alto peso
molecular (Fig. 15A), el porcentaje de especies de bajo peso
molecular (Fig. 15B), y el porcentaje de especies &cidas (Fig.
15C). El andlieis de estos datos demuestran que hay una buena

estabilidad de proteina de anti-Lewis Y después de 9 meses de
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almacenamiento a un rango de temperatura desde -80°C hasta 5°C

en la formulacién de citrato de sodio 10mM, NaCl 75mM, pH S,5.

Estabilidad al Congelamiento/descongelamiento y agitacién

Como se muestra antes, (Fig. 10 y Fig. 11), pareciera
gque anti-Lewis Y no es sensible a la agitacién y al estrés del
congelamiento/descongelamiento a una concentracién de 30 mg/ml.
Ademfs, el anti-Lewis Y no fue pensible al congelamiento lento
a una concentracién de 1mg/ml sin importar la velocidad de
descongelamiento, sin embargo se encontrd pérdida de proteina a
una concentracién de 1mg/ml de anti-Lewis Y con agitacién asi

como cuando se colocS bajo condiciones de congelamiento répido.

Anti-CD22/Congelamiento/descongelamiento

Para investigar ademés los efectos de los cicloe de
congelamiento-descongelamiento, en anti-CD22 a una
concentracién ya sea de 1mg/ml o 25mg/ml en succinato 20mM, pH
6,0 y, que opcionalmente, contiene polisorbato 80 (0,001%), se
la sometidé a varios regimenes de congelamiento-descongelamiento
Yy a cero, uno, cinco, o 10 ciclos del régimen. Los regimenes
fueron congelamiento répido/descongelamiento répido (FF/FT),
congelamiento ripido/descongelamiento lento (FF/8T),
congelamiento lento/descongelamiento répido (SF/FT), Y
congelamiento lento/descongelamiento lento (SF/ST). Después fue

estudiado el porcentaje de especies HMV.
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Estos dat 8 demuestran que a 25 mg/ml, el anti-CD22
no es sensible al estrés de congelamiento/descongelamiento, sin
importar la presencia de polisorbato 80 (Fig. 16B y Fig. 16D).
Sin embargo, a una concentracién de 1 mg/ml, el anti-CD22 es
sensible al congelamiento répido (Fig. 16A y Fig. 16C). Por lo
cual, para este anticuerpo, si la muestra va a ser sometida a
ciclos de congelamiento-descongelamiento, una mayor
concentracién de almacenamiento debiera ser seleccionada a

pesar de que no es necesario incluir un surfactante.

Estabilidad al Almacenamiento

Las Figs. 5 y 6, muestran loe resultados de
experimentos que demuestran que el anti-CD22 es estable desde -
80°C hasta 5°C a 0,5 mg/ml y a 30 mg/ml. A 40°C, el porcentaje
de especies de alto peso molecular aumenté en la muestra gque
contiene la mayor concentracién de proteina después de dos
semanas de almacenamiento (Fig. 6), mientras que no se detectd
cambio en el porcentaje de especies de alto peso molecular, en
muestras que contienen bajas concentraciones de proteina (Fig.

5).

Ejemplo 5: Efecto de Surfactantes

Muchos protocolos para almacenar muestras de proteina
llaman a la incorporacién de un surfactante. Por lo cual se
investigé, la necesidad de incluir el surfactante en 1la

formulacién en almacenamiento. En estos experimentos, el
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anticuerpo anti-Lewis ¥ a una concentracién de lmg/ml o 30mg/ml
en un tampén de citrato de sodio 10mM y, que opcionalmente,
contiene 0%, 0,001%, 0,005%, o 0,01% de polisorbato 80, fueron
incubadas con agitacién a 360 rpm a temperatura ambiente por 24
horas. Luego fue estudiado el porcentaje de recuperacién de
monémero utilizando SEC-HPLC.

Los datos demuestran que el polisorbato 80 no es
requerido cuando la proteina en la formulacién estd presente a
una concentracién relativamente alta, 30 mg/ml. A 1 mg/ml, el
polisorbato 80 no proveyé proteccién alguna para el anti-Lewis

Y contra el estrés por agitacién (Fig. 17A y Fig. 17B).

Estabilidad al Congelamiento/descongelamiento

Se examind el efecto del polisorbato 80 sobre la
estabilidad de anti-Lewis Y durante varias condiciones de
congelamiento/descongelamiento. En estos experimentos, fueron
preparadas las muestras ya sea de 1lmg/ml o de 30mg/ml de anti-
Lewis Y anticuerpo en citrato de sodio 10mM, pH 5,5, y que
contenfan ya 8Bea nada de polisorbato 80 o un 0,01% de
polisorbato 80. Luego las muestras fueron sometidas a 10 ciclos
de congelamiento/descongelamiento como se ha descrito antes.

A una concentracién de 30 mg/ml, el anti-Lewis Y no
fue sensible a estrés de congelamiento/descongelamiento sin
importar la presencia de surfactante (Fig. 18B). También, el
anti-Lewis Y fue estable bajo condiciones de congelamiento

lento s8in importar 1la concentracién de proteina o las
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condiciones de descongelamient (Fig. 18A y Fig. 18B). El
polisorbato 80 no afecta los resultados a 30mg/ml de
concentracién de proteina o si se utiliza congelamiento lento.
El muestras que contienen 1mg/ml de anticuerpo, el polisorbato
80 protege al anti-Lewis Y frente a las condiciones de

congelamiento ripido (Fig. 18A).

Estabilidad al Almacenamiento

Se investigé el efecto del surfactante sobre la
estabilidad al almacenamiento de anti-Lewis Y. En estos
experimentos, B8Se prepararon muestras que contienen 30mg/ml
anti-Lewis Y en citrato de sodio 10mM, pH 5,5 y NaCl 75mM.
Ademfs, las muestras tenian ya sea 0,001% de polisorbato 80 o
no contenian polisorbato 80. Las muestras fueron incubadas a -
B0°C, -20°C, 5°C, 25°C, o 40°C por un mes, dos meses, tres meses,
geis meses, O mueve meses y el porcentaje especie de alto peso
molecular, porcentaje especies de bajo pesc molecular, y el
porcentaje de especlies &cidae fueron estudiados de acuerdo a lo
que se describe aqui.

En general, estos experimentos demuestran que el
polisorbato 80 no tiene efecto significativo esobre la

estabilidad de anti-lewis Y bajo las condiciones de ensayo a
lo largo’ del rango completo de temperaturas, desde -80°C hasta
40°C (Figs. 19A, 19B, y 19C).

En general, los resultados de los experiment 8 con

anti-Lewis Y demuestran que a una concentracién de 30 mg/ml, el
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anti-lewis Y es estable bajo condiciones de agitacién y
condiciones de estrés de congelamiento/descongelamiento. El
surfactante no es necesario para efectuar esta estabilidad. A
una concentracién de 1 mg/ml, el anti-lLewis es estable bajo
condiciones de congelamiento lento. El surfactante no es
necesario para efectuar esta condicién. Ademés, a una
anticuerpo concentracién de 1 mg/ml, el polisorbatoc 80 protege
al anti-Lewis Y contra la desnaturacién inducida por ambos la
agitacién y el congelamiento rdpido, y, en general, el
surfactante no tiene un efecto importante sobre la estabilidad
de la proteina durante el almacenamiento.

En contraste con los resultados con el anti-Lewis Y,
el polisorbato 80 no es completamente protector para el anti-
CD22 contra el estrés por agitacién (Fig. 13). Sin embargo,
como se indica en los datos de la Fig. 16, a 25 mg/ml, el anti-
CDh22 es estable sometido a estrés de
congelamiento/descongelamiento y no se necesita surfactante. A
1 mg/ml, el anti-CD22 es estable bajo condiciones de
congelamiento lento Yy no se necesita surfactante. El
surfactante provee préteccién adicional al anti-CD22 solo bajo
condiciones de congelamiento ré&pido.

Para ademfs investigar los . efectos del surfactante
sobre anti-CD22, se realizé un estudio de seis meses de la
estabilidad de anti-CD22. En estos experimentos, se prepard
anti-CD22 a una concentracién de 25mg/ml en succinato 20mM, pH

6,0 (5); succinato 20mM, metionina 10mM, pH 6,0 (SM); succinato
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20mM, polisorbato 80 al 0,01%, pH 6,0 (ST); o succinato 20mM,
metionina 10mM, polisorbato 80 al 0,01%, pH 6,0 (SMT); y se
incubd por seis meses a -80°C, 2-8°C, 25°C, o 40°C. Las muestras
se estudiaron en cuanto al porcentaje de especies de alto peso
molecular, porcentaje del &rea total del pico (lo cual es un
indicio de 1la recuperacién), Yy porcentaje de especies
completamente activas. Nétese que el pico 5 corresponde a las
especies completamente activas.

En general, ninguno de los parimetros muestra algln
efecto importante sobre la estabilidad de anti-CD22 (Fig. 20A,
Fig. 20B, y Fig. 200C).

En general, ambos los datos de almacenamiento de
corto plazo y los datos de almacenamiento de largo plazo para
doe anticuerpos diferentes (un anti-Lewis Y y un anti-CD22)
demuestran que el surfactante (polisorbato 80) no es necesario
para la estabilizacién de anticuerpos en un formulacién de

almacenamiento.

Ejemplo 6: Formulacién de Anti-S5T4 para almacenamiento

Como otro ejemplo para determinar una formulacién
para almacenamiento de una proteina, los par&metros de 1la
concentracién de sal, pH, concentracién de proteina y tipo de
tampébn vy 1la concentraciém fueron estudiados para el

almacenamiento de un anticuerpo dirigido contra S5T4.

pH
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Para identificar un pH ventajoso a ser utilizado en
una formulacién para almacenamiento de un anticuerpo anti-ST4,
las muestras que contienen img/ml de anti-5T4 se estudiaron a
un rango de pH desde pH 4,0 hasta un pH 8,0. Las muestras se
prepararon por medioc de didlisis en cada tampén de pH. Todas
las formulaciones utilizadas en estos experimentos emplearon un
tampén fosfato de sodio 10mM con © sin NaCl 150mM. La proteina
en la formulacién fue filtrada estéril y colocada en un
congelador a -80°C, o en una cimara de estabilidad mantenida a
5°C, 25°C, o 40°C. Luego las mueatras fueron estudiadas para la
presencia de especies de alto peso molecular (HMW) (Fig. 21).

Se encontré que anti-5T4 tiene la menor cantidad de
especies de alto peso molecular en ausencia de NaCl a 5°C,
25°C, y 40°C a lo largo del rangc de pH completo cuando est&
en tampén fosfato de sodio 10mM. El anticuerpo no fue estable a
una ciclo de congelamiento/descongelamiento a pH 7 en una
formulacién que contiene NaCl y a un pH 8 con fosfato de sodio
como el tampdn. También, s8se observé gque la proteina era
ineptable a pH 4 con NaCl 150mM a 40°C.

Se realizé6 enfoque isoeléctrico(IEF) en muestras
preparadas y almacenadas a los diversos pH (como se ha descrito
antes) y almacenadas a 40°C por dos semanas. Se encontrd gue
las muestras almacenadas en una formulacién a pH 4 (8in NaCl) y
apH 5 y pH 6 (con o sin NaCl) reflejaron la menor cantidad de

camblo en la carga total de proteina.
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También se realizd el anflisis SDS-PAGE de anti-5T4
un estudio de pH de las muestras almacenadas a 40°C por dos
semanas. Las muestras en el rango de pH de pH 5,0 hasta un pH
7,0 reflejaron una menor cantidad de especies de alto peso
molecular en el gel no-reducido y la menor cantidad de cambio
en el peso molecular de la protefina comparado con el material
de partida en un gel reducido.

Estos datos demuestran gue el anti-5T4 es estable en
fosfato de sodio 10mM en presencia o ausencia de NaCl a -80°C,
5°C, y 25°C a lo largo del rango de pH desde pH 4,0 hasta un pH
7,0. Basado en los resultados acelerados (es decir, resultados
obtenidos a temperaturas superiores) del estudio de pH, desde
PH 5 hasta un pH 6 es seleccionado como el rango de pH

ventajoso para la estabilidad de anti-5T4.

Tampones

Cuatro diferentes sistemas de tamp6n fueron probados
para el almacenamiento estable de anti-5T4 en formulaciones en
el rango de pH deede 5,0 hasta 7,0. También fue evaluado el
efecto de la fuerza ib6nica sobre la establlidad. Estos sistemas
de tampén utilizados fueron acetato de sodio 10mM, pH 5,0;
acetato de sodio 10mM pH 5,5; acetato de sodio 10mM, NaCl
150mM, pH 5,0; acetato de sodic 10mM, NaCl 150mM, pH 5,5;
citrato de sodio 10mM, pH 5,0; citrato de sodio 10mM pH 5,5,
citrato de sodio 10mM, pH 6,0; citrato de sodio 10mM, NaCl

150mM, pH 5,0; citrato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH 5,5;
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citrato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH 6,0; fosfato de sodio
10mM, pH 6,0; fosfato de sodio 10mM, pH 6,5; fosfato de sodio
10mM, pH 7,0; fosfato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH 6,0;
fosfato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH 6,5; fosfato de sodio
10mM, NaCl 150mM, pH 7,0; succinato de sodio 10mM, pH 5,0;
puccinato de sodio 10mM, pH 5,5; succinato de sodio 10mM, pH
6,0; succinato de sodio 10mM, pH 6,5; succinato de sodio 10mM,
NaCl 150mM, pH 5,0; succinato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH
5,5; succinato de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH 6,0; y succinato
de sodio 10mM, NaCl 150mM, pH §,5.

El anti-5T4 fue dializado en los tampones anteriores
y diluideo a una concentracién final de 2 mg/ml. Las muestras se
almacenaron a -80°C y 40°C por hasta cuatro semanas, luego se
analizaron utilizando los SEC-HPLC de las muestras iniciales
(antes del almacenamiento) y después del almacenamiento por
cuatro semanas. En estos datos (Fig. 22), se encontr§ que las
especies de alto peso molecular no correspondian a los
productos de mayor degradaciém y el porcentaje de especies de
alto pesc molecular en cada formulaciSn después de cuatro
Bemanas de almacenamiento era comparable a, o menor que, el
porcentaje de especies de alto peso molecular presentes en las
muestras iniciales. Las especies de bajo peso molecular se
vieron aumentadas en muchas de las formulaciones que contienen
NaCl.

Las fundiciones térmicas (TI,8) s8e realizaron para

evaluar el efecto de almacenamiento en wvarias formulaciones
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sobre la establlidad térmica de una protefina (anti-S5T4). La
Calorimetria diferencial de barrido (DSC) se utilizé para
generar termogramas. Ejemplos de tales termogramas se muestran
en la Fig. 23A). Los resultados de la calorimetria diferencial
de barrido se ilustran en la Fig. 23B.

Las proteinas en las formulaciones que tienen un pH
de 5,0 fueron las mencs estables térmicamente cuando la
formulacién utiliza citrato o succinato como el tampén. Se
encontrd que el NaCl es térmicamente desestabilizador debido a
que los valores T, fueron menores a cada condicién pH/tampén al
compararlas con sus correspondientes formulacionee libres de
NaCl. Todas las otras formulaciones en el rango de pH desde 5,5
hasta 7,0 en tampones de acetato, citrato, succinato, y fosfato
exhibieron los mayores T,8 y por lo tanto la mayor estabilidad
térmica.

También se wutilizé CEX-HPLC para analizar la
estabilidad de anti-5T4. En estos estudios, se realizé CEX-HPLC
en nmuestras después del almacenamiento por cuatro semanas a
40°C. Estos resultados se encuentran ilustrados en la Fig. 25 y
demuestran un incremento en el porcentaje de especies &cidas y
una disminucién en el porcentaje de especies bdsicas a un pH
mayor para los cuatro tampones estudiados. Algunas de las
formulaciones que contienen NaCl también tuvieron mayores
niveles de especies 4cidas y menores niveles de especies
b&sicas respecto de las correepondientes formulacioneas libres

de NaCl.
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Para analizar adem&s la estabilidad de las varias
formulaciones, se realizé wuna SDS-PAGE reductora en las
muestras despuée del almacenamiento por cuatro semanas a 40°C.
El andlisis de estas muestras demuestra gque las mueatras
almacenadas en formulaciones de pH 5,5 y pH 6,0 retuvieron la
menor cantidad de cambio en el peso molecular de la proteina al
compararlo con el material de partida en el gel reductor.

En general, estos datos demuestran que la proteina
anti-ST4 utilizada en estos experimentos tiene una estabilidad
similar en los cuatro tampones probados (acetato de sodio,
citrato de sodio, fosfato de sodio, y succinato de sodio)
cuando Be almacenan a un pH de 5,5-6,5. Un estudio de
estabilidad acelerada mostré que la menor cantidad de especies
de bajo peso molecular se formaron en las formulaciones que no

contienen NaCl.

Efecto de sal (NaCl)

Como se ilustra anteriormente, el anti-5T4 es estable
en fosfato de sodio 10mM en formulaciones a pH 576 a -80°C, s°C,
y 25°C en NaCl 150mM. Sin embargo, el NaCl no mejord 1la
estabilidad y por lo cual no provee de beneficio a 1la
estabilidad (Fig. 21).

Los resultados de un estudio de estabilidad acelerada
a 40°C demuestran que el NaCl promueve la formacién de alto

peso molecular y de bajo peso molecular y disminuye la
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estabilidad térmica del anticuerpo (Fig. 22, Fig. 24A, Figqg.

24B, y Fig. 25).

Concentracién de Anticuerpo

Se examinaron, los efectos de la concentracién de
anticuerpo (protefina) en la estabilidad en el almacenamiento.
En estos experimentos, los sistemas de tampSn de acetato de
sodio, citrato de sodio, y tampén succinato de sodio fueron
nuevamente probados utilizando un estrecho rango de pH; desde
5,5 hasta 6,5. Se dializé el anti-5T4 en los tampones y se
diluyd a una concentracién final de 2 mg/ml. UN conjunto de
muestras adicional se prepard con una concentracién de 30mg/ml
en citrato o succinato. Las muestras fueron almacenadas a -80°C
y 40°C por hasta seis semanas, y luego fueron analizadas. Las
Filg. 26A y Fig. 26B ilustran los resultados del andlisis BSEC-
HPLC de estas muestras. En general, estos datos demuestran gque
se observa estabilidad comparable para las formulaciones de
2mg/ml y 30mg/ml, a pesar de que la mayor concentracién de
proteina acumulé una cantidad levemente mayor de especies de
alto peso molecular después de seis semanas a 40°C.

También se realizé CEX-HPLC en estae muestras después
de 6 semanas de almacenamiento a 40°C. Se observl estabilidad
comparable para las formulaciones de pH 5,5 que contienen
2mg/ml o 30 mg/ml, a pesar que a pH 5,5 las muestras de 2mg/ml
tienen un porcentaje levemente menor de especies &cidas después

del almacenamiento por seis semanas a 40°C (Fig. 27A y 27B).
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También se utiliz6 electroforesis de capilar SDS
(ceSDS; un método equivalente a SDS-PAGE) para el andlisis de
muestras de 2mg/ml que fueron almacenadas por seis semanas a
40°C. En estoe experimentos, se observd un estabilidad
cercanamente comparable para las muestras de2mg/ml, con las
muestras de pH 5,5 mostrando una cambio levemente menor en el
peso molecular de la proteina. Se cocbserva estabilidad
comparable para las muestras de 2mg/ml con las muestras de pH
5,5 mostrando un cambio levemente menor en el peso molecular
(PM) de la proteina por electroforesis de capilar método SDS

(método equivalente a SDS-PAGE) (Fig. 28).

Estabilidad al congelamiento/descongelamiento y agitacién

Se evaluaron los sBistemas de tampén de acetato de
sodio, citrato de sodio, y succinato de sodio en un estudio de
egtabilidad de proteina bajo condiciones de
congelamiento/descongelamiento y estudio de agitacién a pH 5,5
en presencia o ausencia de polisorbato 80 al 0,005% derivado de
pPlanta y sacarosa al 3%. En estos experimentos, el anti-5T4 fue
dializado en 1los tampones y diluido hasta concentraciones
finales de 25mg/ml y de 1 mg/ml. Las muestras fueron congeladas
en nitrdgeno liquido (alrededor de -196°C o a -80°C y luego
descongeladas a 37°C o a temperatura ambiente. UN conjunto de
muestras separadas se agitd a 200 rpm por 24 horas, a 20°C.

Se prob6 la turbidez después de un ciclo de

congelamiento/descongelamiento midiendo la absorbancia a A, ¥
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se determindé el porcentaje de especiea de alto peso molecular
para las muestras de 1mg/ml. Después de un ciclo de
congelamiento/descongelamiento, el anti-5T¢ fue levemente
gensible a las condiciones de congelamiento lento (SF) (-80) a
1lmg/ml y muy sensible a las condiciones de congelamiento rdpido
(FF) (nitrégeno 1liquido). El1 polisorbate 80 minimizé la
turbidez y el porcentaje de especies de alto peso molecular se
vio aumentado en muestras de 1lmg/ml. La sacarosa mejord
(minimizé) la turbidez y en presencia de sacarosa, el
porcentaje de especies de alto peso molecular aumentd solo bajo
condiciones de congelamiento r&pido condiciones (Fig. 29A y
Fig. 29B).

La turbidez y el porcentaje de especies de alto peso
molecular también fueron probadas después de miltiples ciclos
(diez) de congelamiento/descongelamiento utilizando muestras
con una concentracién de protefna (anti-5T4) de 25 mg/ml. (Fig.
30A y Fig. 30B). Estos datos demuestran que el anti-ST4 no es
gensible al estrés de congelamiento/descongelamiento a una
concentracién de 25 mg/ml. Solo hay un leve descenso en 1la
turbidez y el porcentaje de especies de alto peso molecular con
la adicién de polisorbato B0 y/o sacarosa después de diez
ciclos de congelamiento/descongelamiento. Los resultados de la
turbidez también demuestran gue no hay beneficio, y en algunos
casos esto fue perjudicial, para la estabilidad de anti-5T4
cuando se agrega sacarosa a una formulacién. El usc del tamp&n

acetato en una formulacién resultd en una turbidez levemente
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menor Yy en una menor porcentaje de especies de alto peso
molecular bajo muchas condicionesa de
congelamiento/descongelamiento.

La estabilidad bajo condiciones de agitaciém fue
probada midiendo la turbidez (A o) Yy el porcentaje de especies
de alto pesc molecular utilizando 1las formulaciones que
contienen 25mg/ml de anti-S5T4. Las Fig. 31A y Fig. 31B ilustran
los resultados de las mediciones de turbidez de muestras en
varias formulaciones. Estos datos demuestran que el anti-5T4
es muy sensible al estrés e la agitacién en una formulacién que
contiene tampén citrato. Existe una disminucién en la turbidez
y el porcentaje de especies de alto peso molecular en algunas
formulacionea con la adicién de polisorbato 80 con ambas
muestras de 1lmg/ml y de 25mg/ml, Pero no hay beneficio al
agregar sacarosa a las formulaciones. Las formulaciones de

tampén acetato generalmente exhiben la menor turbidez.

Surfactante y Crioprotector

Algunos de 1los experimentos descritos supra (por
ejemplo, aquelloes ilustrados en la Fig. 29A, Fig. 29B, Fig.
30A, Fig. 30B, Pig. 31A, y PFig. 31B) incluyen datos en los
cuales la formulacién incluye un surfactante (polisorbato B80)
y/o un crioprotector (sacarosa). Con respecto de la estabilidad
después de congelar, las muestras que contienen 25mg/ml de
anti-5T4 no fueron sensibles al estrés de

congelamiento/descongelamiento. El anti-5T4 fue estable bajo
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condiciones de congelamiento lento sin importar la
concentracién de proteina o la condicién de descongelamiento.
El polisorbato 80 no fue necesarioc para mejorar la estabilidad
de muestras de 25mg/ml de concentracién de proteina cuando se
aplica un.protocolo de descongelamiento répido.

La adicién de sacarosa a una formulacién no mejoré la
estabilidad parta aquellas muestras que contienen 25mg/ml de
anti-5T4. Para muestras que contienen 1 mg/ml, polisorbato 80 y
sacarosa protegieron al anti-5T4 durante al
congelamiento/descongelamiento, particularmente bajo
condiciones de congelamiento r&pido (Fig. 29A y Fig. 29B y Figqg.
30A y Fig. 30B).

También se analizé la estabilidad de anti-5T4 en
varias formulaciones bajo condiciones de agitaciémn. El
polisorbato 80 contribuyd a la minimizacién de la turbidez y la
minimizacién del porcentaje de las esapecies de alto peso
molecular de las formulaciones de anti-5T4 a una concentracién
de proteina de 25mg/ml cuando la proteina es agitada a valores
de rpm extremadamente altos. En formulaciones que contienen
ilmg/ml de anti-5T4, el polisorbato 80 protegié a la proteina
frente al estrés por agitacién (Fig. 31A y Fig. 31B).

Estos datos demuestran gque para concentraciones de
proteina mayores (por ejemplo, 25 mg/ml), el anti-5T4 es
estable bajo eastrés de congelamiento/descongelamiento. Hubo un

poco © nada de beneficio al agregar surfactante a una

formulacidn bajo muchas condiciones de
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congelamiento/descongelamiento, particularmente en
formulaciones que contienen tampén acetato. Ademds, no hay
necesidad de usar un crioprotector (por ejemplo, sacarosa) en
las formulaciones. El polisorbato 80 fue Gtil para estabilizar
el anti-5T4 bajo condiciones de agitacifn severa.

Ademis, se encontrf gque muestras que contienen bajas
concentraciones de protefna (por ejemplo, 1lmg/ml de anti-5T4)
eran estables bajo condiciones de congelamiento lento. En
muestras de tan baja cantidad de proteina, el polisorbato 80 y
la sacarosa protegieron a la proteina (anti-5T4) contra 1la
desnaturacién inducida por congelamiento/descongelamiento.
Incluso, en las muestras de baja concentracién de proteina, el
polisorbato 80 protegié a la proteina contra la desnaturacién

inducida por agitacién.

Otras Modalidades

Se debe entender que mientras la invencién ha geido
descrita en conjunto con la descripcién detallada de la misma,
se pretende que la descripcifén anterior ilustre y no limite el
eppectro de la invencién, el cual est& definido por el espectro
de las reivindicaciones anexas. Otros aspectos, ventajas, y
modificaciones estdn comprendidos dentro del espectro de 1las

siguientes cl&usulas.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulaci6n, CARACTERIZADA porgque comprende

(a) wuna proteina aislada; y

(b) una solucidn acuosa que tiene pH desde 4,0 hasta
un pH de 8,0,
en donde la formulacién no contiene un crioprotector o

surfactante, y la proteina es estable por al menos 3 semanas

desde una temperatura de -80°C hasta 8°C.

2. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la formulacién comprende menos de 150mM de

gal.

3. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo.

4. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la protefina es un anticuerpo policlonal.
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5. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo monoclonal.

6. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo anti-CD22, un

anticuerpo Y anti-Lewis o un anticuerpo anti-5T4.

7. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina ea una proteina recombinante.

8. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina es una proteina terapéutica.

9. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la solucién acucsa es agua estéril.

10. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la solucién acuosa ademis comprende un

tampén.
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11. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque el tampéSn es un tampén acetato, tampdn

succinato, tampdn fosfato, o tampén citrato.

12. La formulaciédn de acuerdo a la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque la concentracifn del tampém es desde

alrededor de OmM hasta 150mM.

13. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque la concentracién del tampén es desde

alrededor de 50mM hasta 100mM.

14. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque la concentracién del tampbn es desde

alrededor de 1lmM hasta SOmM.

15. La formulacisn de acuerdeo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina es estable por al menos 1 afio

a 5°C o la proteina es estable por al menos 3 afios a 5°C.
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16. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina estd presente a una
concentracién desde alrededor de 1mg/ml hasta alrededor de 200
mg/ml, desde alrededor de lmg/ml hasta alrededor de 100 mg/ml,
desde alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 200 mg/ml, o

desde alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 100 mg/ml.

17. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la protefna esti presente a una
concentracién desde alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 30
mg/ml, desde alrededor de 25mg/ml hasta alrededor de 30 mg/ml,
desde alrededor de 10mg/ml hasta alrededor de 50 mg/ml, o desde

alrededor de 20mg/ml hasta alrededor de 50 mg/ml.

18. La formulacién de acuerdo a la reivindicaecién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina tiene un valor de pI de al

mencs 6,0, 7,0, o 8,0.

19. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la formulacién es almacenada desde
alrededor de 0°C hasta alrededor de 8°C o desde alrededor de 0°C

hasta alrededor de 5°C.
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20. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque el pH de la formulacién es desde alrededor

de pH 5,0 hasta alrededor de pH 6,0.

21. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque el pH de la formulacién es desde alrededor

de pH 5,0 hasta alrededor de pH 6,0 y la formulacién es

almacenada a una temperatura desde alrededor de -80°C hasta 5°C.

22. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo anti-CD22
humanizado y la solucién acuosa tiene succinato a una

concentracién de alrededor de 20mM, pH 6,0.

23. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo Y anti-Lewis
Y 1la 8solucién acucea es de citrato de sodio de una
concentracién de alrededor de 10mM, pH 5,5 y NaCl a alrededor

de 75mM.

24. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,

CARACTERIZADA porque la proteina es un anticuerpo anti-5T4 y la
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solucién acuosa tiene acetato de sodio a una concentracién de

alrededor de 10mM Na, pH 5,5.

25. La formulacién de acuerdo a la reivindicacibn 1,
CARACTERIZADA porque la estabilidad es determinada probando al
mencs uno del porcentaje de especies de alto peso molecular, el
porcentaje de especies de bajo peso molecular, o el porcentaje

de especies dcidas respecto de un control.

26. La formulacién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque la proteina es purificada al menos en un

95%.

27. La formulacién de acuerdo a la reivindicaciém 1,

CARACTERIZADA porque la formulacién es estéril.

28. Un método para almacenar una proteina,
CARACTERIZADO porque el método comprende

(a) proveer una formulacién de acuerdo a 1la
reivindicacién 1;

(b) colocar la formulacién a una temperatura

seleccionada; y
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(c) mantener la formulacién a la temperatura
seleccionada, en la cual la proteina en la formulacién es

estable por al menos una semana.

29. El1 método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque la proteina es esatable por al menos un

mes, tres meses, un afio, cinco afios, siete aflos, o diez afios.

30. E1l método de acuerdo a la reivindicacién 29,

CARACTERIZADO porque la proteina es estable a una temperatura

deade alrededor de =-8B0°C © desde alrededor de 2°C hasta

alrededor de 8°C.

31. El método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque la proteina es almacenada a una
temperatura de alrededor de -80°C y la proteina es estable por

al menos cinco afios, siete afios, o diez afios.

32. El mé&todo de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porgque la formulacién es congelada a 1la
temperatura seleccionada y después de la etapa (c), la proteina

es rapidamente descongelada.

C. 65.810 79
US1DOCS 5242435v1



\0>
33. El método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque la formulacién es congelada en (b),

y el
congelamiento es congelamiento répido.

34. El1 método de acuerdo a la reivindicacién 28,

CARACTERIZADO porque la proteina es un anticuerpo.

35. El método de acuerdo a la reivindicacién 28,

CARACTERIZADO porgue la proteina es un anticuerpo monoclonal.

36. El método de acuerdo a la reivindicacién 28,

CARACTERIZADO porque la proteina es un anticuerpo anti-CD22

anticuerpo, un anticuerpo Y anti-Lewis © un anticuerpo anti-
5T4.

37. E1l método de acuerdo a la reivindicacién 34,
CARACTERIZADO porgque el anticuerpo es una sustancia
intermediaria.

C. 85.810 8o
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38. El1 método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque la concentracidén de proteina es al menos

15 mg/ml, al mencs 20 mg/ml, o al menos 30 mg/ml.

39. El1 métodeo de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque frente a la recuperacién desde el
almacenamiento, la proteina tiene al menos el 70% de la

actividad de una referencia.

40. E1l método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque frente a 1la recuperacién desede el
almacenamiento, la formulacién comprende menos que o lo mismo
gue un 5% de productos de alto peso molecular comparado con una

referencia.

41. El método de acuerdo a la reivindicacién 28,
CARACTERIZADO porque frente a 1la recuperacién desde el
almacenamiento, la formulacién comprende menos que o lo mismo
que un 10% de productos de alto pesc molecular y agregados

comparado con una referencia.

C. 85.810 Bl
US1DOCS 56242435v1



42. Un método para determinar una formulacién
favorable para almacenar una proteina aislada seleccionada,
CARACTERIZADO porque el método comprende:

(a) proveer una proteina aislada seleccionada;

(b) almacenar la proteina aislada seleccionada en
una serie de formulaciones que comprenden una soclucibén acuosa
con un pH entre alrededor de 5,0 y alrededor de pH 8,0 y que
comprende tampén a una concentracién entre alrededor de OmM
hasta 150mM;

{(c) determinar al menos un parametro de estabilidad;

(d) identificar una formulacién en la cual 1la
proteina es estable, en donde una formulacién en la cual la
proteina es estable es una formulacién favorable para almacenar

la proteina aislada seleccionada.

43, El1 método de acuerdo a la reivindicacién 42,
CARACTERIZADO porgque una disminucién en la estabilidad es
indicada por un incremento en la cantidad de proteina de alto

peso molecular en la muestra respecto de un control.

44, EBl método de acuerdo a la reivindicacién 43,

CARACTERIZADO porque una condicifn es seleccionada en la cual

C. 65.810 82
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no mis que un 0,5%, 0,2%, o 0,1% de la proteina es una especie

de alto peso molecular.

45. El método de acuerdo a la reivindicacién 42,
CARACTERIZADO porque el parimetro de estabilidad es ensayado
para su actividad por medio de inmunoensayo ligado a enzima y
la actividad es al menos 50% de un control o es al menos B80% de

un control en una formulacién estable.

46. El método de acuerdo a la reivindicacidén 42,
CARACTERIZADO porque el parimetro de establlidad es 1la
presencia de 1la especie de alto peso molecular y wuna
formulacién estable comprende no mi&s que un 5% de especie de

alto peso molecular reaspecto de un control.

47. E1l método de acuerdo a la reivindicacibén 42,
CARACTERIZADO porque el parSmetro de estabilidad es la
presencia de la especie de alto peso molecular y agregados de
proteina, y una formulacién estable comprende no mis que un 10%
de especies de alto peso molecular y agregados de proteina o no
mis que un 15% de especies de alto peso molecular y agregados

de proteina combinados respecto de un control.

C. 65.810 83
US1DOCS B42435v1

AA



48, El método de acuerdo a la reivindicacién 42,
CARACTBRIZADO porque el pardmetro de estabilidad es 1la
proporcién de proteinas &cidas y bésicas, y la proporcién en
una formulacién estable no es mis diferente que un 15% respecto

de un control.

49. Un polipéptido, CARACTERIZADO porque es producido
por un método que comprende almacenamiento en una formulacién

de acuerdo a la reivindicacién 1.

50. El método de acuerdec a la reivindicacién 49,

CARACTERIZADO porque el polipéptido es una proteina.

51. El método de acuerdo a la reivindicacién 49,

CARACTERIZADO porgque la proteina es un anticuerpo.

52. Un polipéptido para ser usado en la fabricacién
de una proteina modificada, CARACTERIZADO porque el polipéptido
es almacenado en una formulacién de acuerdo a la reivindicacién

1.

C. 85.810 84
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53. El polipéptido de acuerdo a la reivindicacién 52,

CARACTERIZADO porque el polipéptido es un anticuerpo.

S54. El polipéptido de acuerdo a la reivindicacién 52,
CARACTERIZADO porque el polipéptido es utilizado para elaborar

una proteina conjugada.

55. El1 polipéptido de acuerdo a la reivindicacién 5S4,

CARACTERIZADO porque la proteina es conjugada a una toxina.

C. 65.810 B85
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7A
1 mg/ml anti-Lewis Y, 40°C, 4 semanas
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Figura 8
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Figura 9A
30 ma/mi anti-Lewis

50
o~ 45
Q
§' 40-
f.] 351
8 30 0-80C. 4
a 25 W5C. 4
% 20- 040C. 4
‘; 151
B ;
g >
2 0 Tampon:

oOmM 75 mM 150 mM ?g r:t&,NpaHs,s
Figura 9B

3.00
250 30 mg/ml anti-Lewis Y
2 200
.
ﬁ 150 4 . 0-80C, 4 semanas
0 l5C, 4 semanas
E 1.00 4 040C, 4 seman
X
® 050 - I— |:

0.00 :

Tampén:
OmM NaCl 75mM NaCl 150mM NaCl Citrato Na,
10 mM; pH5.5

A



Figura 9C
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Figura 11A
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Figura 12
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Figura 14A
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Figura 14B
350 Anti-Lewis Y 4 semanas at 40°C
3.00 Tampén:
10 mM Na
2.50 itrato, pH5.5
E 2.00
2
P 1.50 B 1 mg/ml
g 1.00 030 mg/ml
0.50
0.00 .
-0.50 0 mM NaCl 75 mM NaCl
Figura 14C
Anti-Lewis Y 4 semanas a 40C
30.00 Tampon:
@ 10 mM Na
3 25.00 - citrato, pH5.5
[+
W 20.00 -
3
g 15.00 - B 1 mg/ml
4 030 mg/m!
£ 10.00 - o
8
8 5.00
0.00 - .

0 mM NaCl 75 mM NaCl

N/ s



Figura 15A
30 mg/ml anti-lewis Y en 10 mM Citrato Na, 75 mM NaCl,
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Figura 15C
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Figura 17A
Estudio de agitacién Anti-Lewis
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%Recuperacién de Monémero

Figura 18A

% Recuperacién de Monémero

100+

8
[

o
1

5 8 8

100 -

80.-

40 -

20 -

-Polisorbato 80 +Polisorbato 80 (0,01%)

(Cong. Rap/Deacong rap.

Cony. Rap/Daacong. lento
Cong. lanio/Descong. Rap.
Cong. RapJ/Descong. lsnio

Tampoén

-Polisorbato 80 +Pollsorbato 80 (0,01%)

10 mM cltrato Na, pH 5.5

(4



Figura 19A

30 mg/ml Anti-Lewis Y en 10 mM Citrato Na, 75 mM NaCl, pH5,5
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Figura 19B
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Figura 19C
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 26A
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Figura 27A
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