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METIi-IODS FOR REDUCING PROTEIN AGGREGATION
| , o
cnioss REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
- This ai:plicafion claims the béneﬁé &f U.S. Provisional fplication No. 60/784,130

Aggregation,” the contents
of which are hereby incorporated by reference in its entirety. -
[ TECHNICAL FIELD N

The field relfates to methods of reducing aggregation of proteins and protein

formulations that have reduced levels of aggregation.”

BACKGROUND

‘The compleuon of the human genome project, coupled with the development of g

mnproved methods for protein isolation and purification, havl.- made the large-scale
produchon of protein formulations a reality. In fact, there are more than a hundred
recombinant protems inPhase I clinical trials, or beyond, and|several dozen have
received Food and Drug Administration approval. Formulations that ensure an efﬁment
and safe delivery o!f proteins or peptidesin a biologi‘cally active form are key to the

|

commercial succes:s of current and future biotechnology prodr.u:ts.
Unfortunatlely, prdtei.ns possess unique physic.al and ci:he::nic’al properties, which

create difficulties in formulation and development. Physical and chemical instabilities of
proteins pose significant challenges in developing suitable protein formulations. The
most common physical instability of proteins is protein aggregation and its macroscopic

equivalent, precipitation. The tendency of proteins to aggregate is an especially

_challenging problem i the biotechnology and ph'ai-maceuﬁcal industry where itis -

. .desired to synthemze, process, and store proteins at the lughest possible concentrations,

and over long penods of time,
While the mechanisms driving protem aggregatlon are not completely

understood, the end results are nonetheless undesirable. Aggregate formation by a
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! CLAIMS
What is claimed ISE
E .
1. A method for reducing aggregation of a protein in a protein formulation,

compnsmg addmg methionme to the formulation to a concentration of about 0.5 mM to

about 145 mM, wherein the method results in reduced aggregation of the proteln in the

formulahon compared with the

2. The methoid of claim 1, wherein the protein formulati

a freeze dried powder.

protein in a formulation lacking methionine.

on is a liquid formulation or

3. . The method of claim 1, wherein the protein 1s ata concent,raﬁon.lof between about
0.1 mg/ml and about 300 mg/ml.

l,
b

|
4. The method of claim 1, wherein the protein formulation comprises a surfactant.

: !
5, The me_thocii of claim 1, wherein the protein formulation comprises an amino acid

selected from the group consisting of arginine, lysine, aspartic acid, glycine, and

glutamic acid. |

agent that reduces aggregation of the protein of the formulation.

6. The method of claim 1, wherein the protein formulation comprises a tonicity
modifier. |
7. The method of claim 1, wherein the protein formulation comprises a sugar.
8. The method of claim 1, wherein the protein formulation further comprises an

9. The method of claim 1, wherein protein aggregahon is not the result of

methionine ox1dat1

|
|

on,
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10. The met.’nod of claim 1, wherein aggregation of the pmtem of the formulahon is

|

assessed before and/or after adding metl‘uomne to the formulation.

11. The method of claim 10, wherein aggregation is assessed by SEC-HPLC, AUC,

light scattering, arild UV absorbance.

12.  The method of claim 1, wherein the aggregation is assessed by % FIMW species,
and the % HMW species is reduced by about 30% compared|with % HMW species in a

formulation lacking methlonme.

13. The method of claim 1, wherein aggregation of the protein of the formulation is

N

assessed between 1 week and 12 weeks after adding methionine to the protein

I
formulation or between 1 month and 36 months after addition of methionine to the

I
ir

protein fom‘uulatlon

14. The method of claim 1, wherein aggregation of the protein of the formulation is

assessed after storage of the protein formulation at a temperature between 4°C and 50°C

|
methionine.

for about 1 week tt!’) about 12 weeks after formulating the protein formulation with

15. The method of claim T, wherein aggregation of the protein of the formulation is

assessed after storage of the protein formulation at a temperature between 4°C and 30°C

for about 1 monthto about 36 months after formulating the protein formulation with

methionine.

16.° The metho%:l of claim 1, wherein aggregation of the protein of the formulation is a

result of shear stress, storage, storage at elevated temperatury

Presence of surfactants, and combinations thereof.

e, exposure to light, pH,
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17. The method of claim 1, wherein methionine is added
concentration of b:e_l-ween about 1 mM and 25 mM.,

PCT/US2007/006787

to the formulation to a final

18. The method of claim 1, wherein the formulation has a pH of between about 5.0

and 7.0.
o |

19. The method of clau'n 1, wherein the protein formulati

on comprises a buffer

se]ected f'rom the group consisting of citrate, succinate, histidine, Tris, and cornbinations

thereof.

20. The methold of claim 1, wherein the method increases

-formulation, or m?inta,ins the potency of the formulation.

|
|

the shelf life of the

21. The method of claim 1, wherein the protein lacks methionine residues or contains

less than 5 methionine residues.

22. A method for reducing aggregation of a protein in a protein formulation

" |
subjected to shearistress, comprising adding methionine to the formulation to a

i
‘concentration of about 0.5 mM to about 145 mM, wherein thla method results in reduced

aggregaﬁdn of the prqt;zin in the formulation compared with the protein in a formulation

lacking‘methioninle.

23. The method of claim 22, wherein the shear stress is th
into a syringe :and| pﬁriﬁcation procedures, and combination
24, A method ;of reducing a loss in potency or biological

protein fom'iulatic;m after storage of the formulation at room
J Py

1e result of shaking, drawing

s thereof.

activity of a protein in a

temperature for more than a

day, comprising é“dding methionine to the formulation to a concentration of about 0.5

mM to about 145 rlnM, thereby reducing the loss in potency or biological activity of the

methionine.

:

protein in the formulation compared with the protein in a formulation lacking

G

J{]g
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25. The methold of claim 24, wherein the protein formulatiorg is stored under
fluorescent light. |

26. The metho<|:1 of claim 24, wherein the protein formulation is stored in the dark for

about 1 month,

27. A method for reducing aggregation of a pro.tein inap

comprising: .

(i) adding methionine to the formulation to a concentration of about
0.5 mM to about 145 mM; and

(i) |  determining the % HMW levels of the protein of the formulation
by SEC- ' HPLC; |

wherein the\_- method results in reduced aggregation of

rotein formulation,

the protein in the

- formulation compared with the protein in a formulation lacking methicnine,

28. The method of claim 27, wherein the method results in a protein formulahon

|

having less than about 5% HMW species as determmed by SEC-HPLC.

29. A protein formulation comprising one of an anti-B7.1 antibody, an anti-B7.2
|

antibody, an anti-(%DZZ antibody, PSGL-Ig and Factor VIII, or
ﬁagnxent thereof, and about 0.5 mM to 50 mM methionine.

80.  The formulation of claim 29, further comprising 1-150
selected from the group consisting of arginine, lysine, asparti

a biologically active

mM of an amino acid

gy

C acid, and glutamic acid.
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12 weeks @ 40°C, %HMW of antl-B7.1
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% HMW of PSGL-Ig after storage
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LIGHT CB;A]N
!hgnalPepnﬂe :

-22 MDFHVQIFSF MLISVTVILS SG

hiF1:

Amino Acid Sequence of Anti-B7.1 Antibody

10/14

1 'DIQOMTQSPSS LSASVGDRVT ITCIIEVSSSIS SSNTLHWYQQK PGKAPKPLIY

: 51  GTSNLASGVP SRFSGSGSGT DYTLTISSLQ PED\[IATEEQ QWSSYPLTFG
101 QGTKVEIKRT VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAKVQWK

' 151 VDNALQSGNS QESVTEQDSK DSTYSLSSTL TLSKADYEKH KVYACEVTHQ

201 GLSSPVTKSF NRGEC

HEAVY CHAIN
|
Signal Peptide:

-19 MKCSWVIFFL
h1F1:

1  EVQLVQSGAE

|
51 IDPENGNTLY

101 LFFAYWGQGT
151 EPV’I’VSWNSG

LbHeavy Chain (SEQ.ID NO:1)

MAVVTGVNS

VKKPGASVKV SCEPSGFNIK DYYMIIIWVRQA PGQGLEWIGW
I "1
DPKFQGKATI TADTSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCAREG
LVTVSSASTK GPSVFPLAPC SRSTSESTAA LGCLVKDYFP
ALTSGVHTFP AVLQSSGLYS LSSVVTVPSS NFGTQTYTCN

- Light Chain 4——]-

201 VDHKPSNTKV DKTVERKCCV ECPPCPAPHA dﬂPSVFLFPP KPKDTLMISR

251 TPEVTCIVVVD

Heavy Cha:.n

N |
VSHEDPEVQF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ FNSTFRVVSV

301 LTVVHQDWLN GKEYKCKVSN KGLPAPIEKT ISKTKGQPRE PQVYTLPPSR

351 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PMLDSDGSFF

401 LYSKLTVDKS

FIG. 8

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK
(SEQ ID NO:2)

PCT/US2007/006787
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LIGHT CHAIN

11/14 E
.Amino Acid Sequence of Anti-B7.2 /

|
Signal Peptlde
=20 MDSQAQVLIL LLLWVSGTCG

h3D1:
1

51
101
151
201

PCT/US2007/006787

Antibody

DIVLTQSPDS LAVSLGERAT ISCKSSQSLL NSRTRENYLA WYQQKPGQPP

Lb Heavy Chain

HEAVY CH_AIN

Slgnal Pephde: |

-19 MGWNC

h3D1:
1
51
101
151

201

251
301
351
401

FIG. 9

[IFFL VITATGVHS

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFT DYAT

KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT ISSLQAEDVA VYYCTQSYNL
YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK

VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTRQGLSSPV TKSFNRGEC

(SEQ ID NO:3)

QWVRQA PGQGLEWIGV

]
INIYYDNTNY NQKFKGKATM TVDKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARAA

WYMDYWGQGT LVTVSSASTK GPSVFPLAPC SRSTSESTAA LGCLVKDYFP .
EPVIVSWNSG ALTSGVHTFP AVLQSSGLYS LSSVVTVPSS NFGTQTYTCN

Light Chain

i |
VDHKPSNTKV DKTVERKCCY ECPPCPAPP@ P@PS\WTFLFPP KPKDTLMISR

Heavy Cbam

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

TPEVTCVVVD VSHEDPEVQF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ FNSTFRVVSV
LTVVHQDWLN GKEYKCKVSN KGLPAPIEKT ISKTKGQPRE PQVYTLPPSR
EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PMLDSDGSFF
LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SYMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

(SEQ ID NO:4)
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Amino Acid Sequence of Anti-CD22 Antibody

1

3l
101
151
201

- 251
301
351

401

451

MDFGFSLVFL ALTLKGVOCE VQLVQSGAEV KKPGASVKVS CKASGYRFTN
— RE
YWIHWVROAP GQGLEWIGGI NPGNNYATYR RKFQGRVTMT ADTSTSTVYM

ELS?LRSEDT AVYYCTREGY GNYGAWFAYW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP

] -
LAP(F.SRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVIVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS

|
GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES KYGPPCPPCP |

| | |

APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYV

GVE‘IJHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLE QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS

SIELTISKAK GOPREPQVYT LPPSQEEMTK NQV‘SLTCLVK GFYPSDIAVE

- l N
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVESCSVMHE

Kappa Chai!n of Humanized Anti-CD22 mAb G544

ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO:5)

1
51
101
151

201

‘NSY!];NTFI_;SW YLHKPGKAPQ LLIYGISNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI

"KSGTASVVCI, LNNFYPREAK VQWKVDNHLQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL

MKLPVRLLVL LLFWIPASRG DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA

.
SSLOQPEDFAT YYCLQGTHQP YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL

SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV TKSFNRGEC _
‘ (SEQ ID NO:6)

FIG.
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SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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realidad. En éfecto, existen méas de un

i
|
|
|

METODOS

|
|

CAMPO DE LA INVENCION

El éampo se refiere a métodos

|

PARA REDUCIR L& AGLOM@RACIQN DE PROTEINA

para reducir 1la

aglomeracidn qe proteinas y formulaciones de proteina gue

tienen niveles|reducidos de aglomeracién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

t 3

La terminacidén del proyecto

acopladec con el desarrocllo de métodos

aislamiento vy| purificacién

. . l .
produccidn a gran escala de formulacione

| @
|

recombinantes en ensayos clinicos Fase I

+ | i .
varias docenas han recibido la

]

Administracidn

de proteinas,

iprobacidn

de genoma humano,

mejorados para el -

han hecho

la

s de proteinas una

ciento de proteinas

, O mas alla, unas

de la

de Alimentos y Farmacos. Las formulaciones que

aseguran un suministro eficiente y seguro de proteinas o

péptidos en una forma biolégicamente activa, son clave para

el éxito comeqcial de productos de biotecnologia. actuales y

futuros.

Desaﬂorfunadamente, las% proteinas poseen
propiedades fisicas y quimicas {nicas,| las cuales crean
dificultades !en la formulacidn y desarrollo. Las

inestabilidades fisicas y quimicas de 1la

5 proteinas, poseen

cambios significantes en el desarrollo de formulaciones de

US1DOCS 6104934vl
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proteinas adecuadas. La inestabilidad fisica m&s comin de

proteinas, es |la aglomeracién de proteima y su equivalente

)
"

macroscopico, precipitacidén. La tendencia de proteinas para

. ! .
aglomerarse es un problema especialmente desafiante en 1la

biotecnologia y la industria farmacéutica, en donde se desea
sintetizar, procesar Y almacenar proteinas a las
concentraciones mas altas ©posibles, |y sobre periocdos

prolongados de’tiempo.

Mientras los mecanismos que conducen la
aglomeracidn de proteina no son completamente entendidos, los

resultados fin?les son sin embargo, indeseables. La formacién

de aglomerado por un polipéptido en una composicidn

farmacéutica, puede afectar adversamente, la actiwvidad

bioldégica de tal polipéptido, resultando en pérdida de la

e et e

L

%
‘eficacia terapéutica de la composicién farmacéutica. Ademas,

|
las proteinas en un estado aglomerado, pueden ser
inmunogénicas y pueden alin, tener efectos tdéxicos in vivo.
I
Ademas, la formacidn de aglomerado puede causar otros

problemas durante la administracidén de | la formulacién de

proteina, tal como bloqueo de jeringas, entubado, membranas o

bombas. Por comsiguiente, existe una necesidad en la técnica,

de métodos para reducir los problemas |de aglomeracién vy

|
desarrollar formulaciones de proteinas que presentan niveles

|
. | . 2
reducidos de aglomeracidn.

US1DOCS 6104534vl
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Esta refiere 3

solicitud =se

proteinas que presentan propiedades reduci

v

!
|
|
|
SUMARIO DE LA INVENCION
i
¢

formulaciones de

ldas de aglomeracidén

Y a métodos para elaborar tales formulaciones.

En un aspecto, la solicitud se

refiere a un método

para reducir la aglomeracién de una proteina o proteinas en

una formulacién,

agregando metionina a la formulacién a una

concentracién de aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente

145 mM. El1 método reduce

proteinas en |la formulacidén, comparado

o ! .
aglomeracién de la misma proteina o prot

- ] -

|
. \
una formulac1o? idéntica,

En una modalidgd especifica, el método de

excepto dque ca

la aglomeracidén de proteina o

con el nivel de
einag formuladas en
recen de metionina.

agregar metionina a

una formulacién a una concentracidn de aproximadamente 0.5 mM

hasta aproximadamente 145 mM, reduce la

aglomeracién de 1la

!
. i < .
proteina o proteinas en la

formulacién es sometida a condiciones
|
]

formulacién,

en donde 1la

que promueven o

facilitan la aglomeracién de proteina, comparada con el nivel
|

de aglomeracidén de la misma proteina o proteinas formuladas
|

en una formulacidén idéntica,

metionina, ge sgometen a las

Y

promueven la aglomeracién de proteina.
|
t

En ciertas modalidades, se agr

formulacién, a una concentracidén

aproximadamente 0.5 mM

Y

US1DOCS 6104934v1

f

o

excepto

mismas

aproximadamernte

carecen de

que

condiciones que

ega metionina a la

final de entre

50 mM. En
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modalidades especificas,

se agrega metionina a la formulacidén

final, a una concentracién de 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5
mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM,
Yy 45 mM. En| ciertas wmodalidades, el | métode de agregar

metionina a ur

a formulacién de proteina

de aproximadaﬂente 0.5 mM hasta aproximeé

idamente 145 mM,

a una concentracidn

en

donde la formulacidén de proteina es sometida a condiciones

que conducen a la aglomeracidén de proteina, resulta en una
t
!

formulacién qué tiene a lo sumo aproximads

aproximadamentf 4%, a lo sumo aproximadamente 3%,
aproximadament? 2%, a lo sumo aproximadamente 1%,
aproximadamente 0.5% de especies

(APM), medidas, por la cromatografia‘de e

cromatografia

que la formula

aglomeracidén de proteina.

En
metionina a un
de aproximadan

incrementa 1la

comparada con

otras modalidades,

formulacidén

aproximadamenté 0.5 mM hasta aproximadamer

la potencia de

US1DOCS 6104934v1

'algunas

liquida de alta resolucién

cidn es sometida a condicior

modalidades, el

a formulacién de proteina

nente 0.5 mM hasta

el método de agrega

de proteina a una

aproximadamente

' la formulacién de proteina,

ymente 5%, a lo sumo
a lo sumo

o a lo sumo

de alto peso molecular

xclugidn de tamafio-
(CET-CLAR), después

1S gue promueven la

método de agregar
a una concentracidn

145 mM,

vida de anaquel de la formﬁlacién de proteina,

. | C
la formulacién que carece de metionina. En

r metionina a una
concentracidén de

ite 145 mM, mantiene

comparada con una
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formulacidén que carece de metionina.

En ciertas modalidades,

el método de agregar metionina a una formulacién de proteina

a una concentracidn de

aproximadamente 145 mM (por ejemplo,
hasta aproximadamente 145 mM), reduce la

la formulacidn; de proteina, comparada con
carece de proteina.

El método es mds empleado -para

aproximadamente

0.5 mM hasta

aproximadamente 1 mM

inmunogenicidad de

una formulacién que

proteinas conocidas

como aglomerados, o consideradas como agregados, basado en la

homologia a proteinas que se aglomeran,
experimentales| que sugieren la probabilid

En una modalidad, la proteina dentro de

© basado en datos

ad de aglomeracién.

una formulacidn, se
aglomera durante el ‘almacenaje. En algunas modalidades, 1la
proteina dentro de una formulaciég, se aglomera como un
resultado de la resistencia al corte. Enl otras modalidades,
la proteina dentro de una formulacién, se aglomera como un
fesultado de éemperatura elevada. En otras modalidades, 1la
proteina dentro de una formulacidén, se aglomera como un
resultado de la exposicidén a luz. En otras modalidades, la
proteina dentro de una formulaciég, se aglomera como un

|
resultado de la presencia de ciertos azlicares, o
tensocactivos, en la formulacién. La adicién de metionina a

las formulacioLeS‘que gon expuestas, o probablemente seran
. |

|
expuestas a tales condiciones, es efectiva

|

formacién de églomerado, con ello, mante

US1DOCS 6104534vl1

en la reduccién de

niendo 1la actividad
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biolégica y potencia de la proteina o proteinas dentro de una

formulacién.

En algunas

proteina o proteinas de la formulacién,

agregar metion%na a la formulacién. En

aglomeracién dé la proteina o proteinas

modalidades, la

determina después de agregar metionina a

todavia modal

proteina o proteinas de la formulacién,

después de

idades

adicionales, 1la

-~

agregar metionina a

aglomeracidn

otras modalidades,

aglomeracién

la

de 1la

se determina antesg de

la

« - ’A
de la formulacidn, se

la formulacién. En

de 1la

se determina antes y

formulacién. La

aglomeracién de la proteina o proteinas de una formulacién,

gse puede determinar por cualquier método

habilidad ordinaria en la técnica que incluye,

limita a,

liquida de alta resclucidn

de alta resolugién-fase inversa (FI-éLAR),

mediciones de

los mismos.

En modalidades

(CET-CLAR) ,

welocidad de sedimentacién

especificas

conocido por uno de

perc no se

cromatografia de exclusién de tamafio-cromatografia

cromatografia liquida

absorbancia de UV,

y combinaciones de

, las especies en
porcentaje de| alto peso molecular (% de APM) en una
formulacién, que comprenden aproximadamente 1 mM hasta

aproximadamente 145 mM de metionina, 'se reducen por al menos,

aproximadamente 5%,

50%, 55%, 60%,
de AMP en 1la

metionina.

US1DOCS 61045934v1

10%, 15%, 20%, 25%,

65%, 70%, o 75%,

En otras modalidades especificas,

30%, 35%, 40%, 45%,

comparadas con % de especies

formulacién idéntica, excepto que carecen de

una formulacién
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que comprende ilaproximadamente 1 hasta apfoximadamente 145 mM

|
de metionina, tienen a lo sumo aproximadamente 5%, a lo sumo

‘aproximadamente 4%, a lo sumo aproximadawente 3%, a lo sumo

aproximadamente 2%, a lo sumo aproximadamente 1%, o a lo sumo

aproximadament:

v

0.5%, de especies -de alto peso molecular
(APM) . La aglomeracién de una proteinalo proteinas en una
formulacién, ppede ser medida en éualquieL tiempo después que
la formulacidn' es preparada, ya sea con o sin metionina. En
ciertas modalidades, la aglomeracién puede ser medida un dia
después de formular la proteina, entfe 1l semana y 12 semanas,
© entre 1 mes |y 36 meses después de formular la proteina de
interés.

En

|
ialgunas modalidades, la| proteina de 1la

formulacién es un anticuerpo, una proteina de fusién de
. . :

inmunoglobulina (Ig), un factor -de coagulacién, un receptor,
un ligando, una enzima, un factor de transcripcién, o un

fragmento' bioldgicamente activo de cualquiera de estas

proteinas. En| modalidades especificas, |la proteina es un

anticuerpo anti-B7.1, un anticuerpo anti-B7.2, un anticuerpo
|

anti-CD22, un; proteina de fusién PSGL-Ig, Factor VIIa,
Factor VIII, Factor IX, PFactor X, FactLr XTI, Factor XII,
Factor XIII,! o un fragmento biPlégiEamente activo de
cualquiera de ‘estas proteinas. En Aalgunas modalidades, 1la

proteina se fonula a una concentracidn desde aproximadamente

0.1 mg/ml hastg aproximadamente 250 mg/ml en la formulacidn.

US1DOCS 6104934vl
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En

algunas modalidades,

la proteina €

u'933

s formulada a

una
concentracidén desde aproximadamente 0.1 mg/ml hasta
aproximadamente 200 mg/ml en la formulacidén. En otras

modalidades, 1la

aproximadamente

la formulacién.

formulada a una

hasta aproximadamente 10 mg/ml en la forn

modalidades, la proteina es formulada cc

polvo secado por congelamiento.

En ciertas modalidades, la: form

comprende un

tensocactivo es

proteina se formula a una
0.1 mg/ml hasta aproximad

En algunas modaligades

concentracioén desde
amente 100 mg/ml en

la proteina es

concentracidén desde aproximadamente 0.1 mg/ml

polisorbato-20 o polisort

wlacién. En ciertas

mo un liquido o un

ulacién de proteina

tensoactivo. En modalidades especificas, en

bato-80. En ciertas

otras modalidades, la formulacién de proteina carece de un

tensoactivo.
proteina comprende un modificador de
modalidades especificas, el modificador

cloruro de sodio, manitol, o sorbitol.

modalidades, la

En modalidades

manitol, sorbitol, o xilitol. En ciertas

En ciertas modalidades,

especificas,

la formulacién de
la tonicidad. En
> de tonicidad es
En ciertas otras

formulacién de proteina comprende un azdcar.

el azucar es sacarosa,

trehalosa,

otras modalidades,

la formulacidn de proteina carece de un| azlcar. En algunas
modalidades, el pH de la formulacién esta entre
aproximadamente 5.0 y 8.0. En otras modallidades, el pH de 1la

formulacidén estd entre aproximadamente 5.8 y 6.6.

US1DOCS 6104934v1
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En otras modalidades, la formulacién de proteina
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- 20
25

ademds comprende uno o mwis agentes

aglomeracién de la proteina de la formulacién.

modalidades, gl agente gque reduce la

proteina de la formulacidén es un aminoac

especificas, el aminocdcido es arginina

aminodcido se! agrega a una formulacidén

concentracién desde aproximadamente

aproximadamente 300 mM. En algunas otr

aminocdcido se agrega a una formulacién

concentracidn desde aproximadamente

aproximadamente 150 mM.

reduce la aglomeracidén de la proteina de

una combinacidén de queladores de

especificas, los queladores de metal son

metal.

reducen la

que
En algunas
aglomeracién de 1la
ido. En modalidades

. 1lisina, glicina,

"dcido glutamico o &cido aspartico. En algunas modalidades, el

de proteina a una

1 mM hasta

as modalidades, el
de proteina a una

5 mM hasta

En otras modalidades, el agente que

la formulacidén, es
En modalidades

DTPA, EGTA, y DEF.

En algunas modalidades, la concentracién de DTPA o EGTA en la

formulacidédn de

aproximadamente 5 mM. En

algunas
concentracidn
aproximadamente

modalidades, el agente que reduce la
proteina de la
especialmente

modalidades esgpecificas,
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de DEF en la formulacién de proteina es desde

En otras

aglomeracién de 1la

formulacién, es un depurador de radical libre,
un depurador de radicales de oxigeno. En

el depurador de radical libre es
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de manitol

aproximadamente 0.01% hasta aproximadamehte 25%.

modalidades, 1

de proteina

aproximadamente 200 mM. En otras modalidades,

reduce la aglc

una combinacién de un quelador de metal

radical 1libre.

reduce la aglomeracidédn es citrato.

concentracién

en

E
10 |
|

idina. En algunas modalidadEs, la concentracién

la formulacién ide proteina

|

es desde

En algunas

a concentracidén de histidina en la formulacidn

es desde aproximadamente 100 hasta

M
el agente que
meracién de la proteina de

la formulacién, es

Y un depurador de
En ciertas otras modalidades, el agente que
En ciertas modalidades, 1la

de citrato en la formulacién de proteina es

desde aproximagamente 0.5 mM hasta aproximadamente 25 mM.

En otro aspecto, la solicitud proporciona un método

para reducir
formulacidn, e
de metionina,
2 residuos de
a una

corncer

aproximadamente

reducida de la proteina en la formulacié%,

misma proteina

de metionina.

la aglomeracién de, unal proteina en una

n donde la aglomeracién no |contiene un residuo

o contiene menos de 10, 9, |8, 7, 6, 5, 4, 3, &

metionina, agregando metion%na a la formulacién

ntracidn de mM

aproximadame%te 0.5 hasta

|
= 145 mM. El1 método resu}ta en aglomeracidn

ccmparada con la

en la formulacidn idéntica excepto que carece

\ o

En ciertas modalidades, se| agrega metionina a

la

aproximadamente (0.5

modalidades especificas,
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a una concentracién final de 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5
mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM,i30 mM, 35 mM, 40 mM
’ I

y 45 mM. En otras modalidades, el imétodo de agregar

aproximadamente 0.5 mM hasta aproximaéamente 145 mM de

i
metionina a una formulacién de proteina en donde la proteina

. . . . i .
no contiene un residuo de metionina, © contiene menos de 10,
9, 8, 7, 6, 5,i4, 3 0 2 residuos de metionina, resulta en una
formulacidn que tiene a lo sumo aproximadamente 5%, a lo sumo

aproximadamente 4%, a lo sumo aproximadamente 3%, a lo sumo

aproximadamente 2%, a lo sumo aproximadamente 1%, o a lo sumo
aproximadamente 0.5%, de especies ;de alto peso molecular
(APM) .

En otro aspecto, la solicitud proporciona un método'
para reducir | la aglomeracién de wuna| proteina en una
formulacidén de proteina, en donde la !aglomeracién no es

causada por oxidacién de metionina. El1l método involucra

agregar metioqina a la formulacién a uma concentracién de
aproximadamenté 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM. E1
método resultal en aglomeracién reducida de la proteina en la
formﬁlacién, comparada con la misma| proteina en la
formulacidn iaéntica, excepto que carece de metionina. En
ciertas modalidades, se agrega metionina|a la formulacidn a
una concentracion final de entre éproximadamente 0.5 mM y
aproximadamente 50 mM. En modalidades especificas, se agrega

metionina a la formulacién a una concentracién final de 0.5

US1DOCS 6104934v1
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mM, 1 mM, 2.5 mM, 5mM, 7.5 mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM,
25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM y 45 mM. En otras mcdalidades, el
método de agregar aproximadamente 0.5 mM hasta

aproximadamente 145 mM de metionina a una formulacién,

resulta en una formulacidn que tiene a lo sumo
éproximadamente 5%, a lo sumo aproximadamente 4%, a lo sumo
aproximadamente 3%, a lo sumo aproximadamente 2%, a lo sumo
aproximadamente 1%, o a lo sumo aproximadamente 0.5%, de
especies de alto peso molecular (APM).

En alin otro aspecto, se proporciona un método para
reducir la aglomeracidén de una proteina formulada con un
tensocactivo. En ciertas modalidadesﬁ el tensoactivo ocasiona
que la proteina se aglomere. El método involucra agregar
metionina a la formulacién a wuna concentracién de
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM. E1
método resulta en aglomeracidén reducida de la proteina en la
formulacidn, comparada con la wmisma proteina en la
formulacidén idénticé, excepto gque carece de metionina. En
ciertas modalidades, se agrega metioninal a la formulacidén a
una concentracidén final de entre aproximadamente 0.5 mM y
aproximadamente 50 mM. En otras modalidades, se agrega
metionina a la formulacidén a una concentracién final de 0.5
mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM,
25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM y,:45 mM. En modalidades

especificas, el método de agregar aproximadamente 0.5 mM

US1DOCS 6104934v1
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hasta aproximadamente 145 mM de metionina a una formulacidén
formulada con un tensocactivo, resulta en una formulacidén que
tiene a lo sumo aproximadamente 5%, a lo sumo aproximadamente
4%, a lo sumo aproximadamente 3%, a lo sumo aproximadamente
2%, a lo sumo aproximadamente 1%, o a lo sumo aproximadamente
0.5%, de especies de alto peso molecular (APM).

En un aspecto adicional, el método de agregar
metionina a una formulacién a una concentracidn de
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM, reduce
la aglcomeracidén de una proteina sometida a resistencia al
corte. El método involucra agregar ia metionina antes de, al
mismo tiempo como, o después que la formulacién es sometida a
resistencia al corte. El1 método resulta en reducir la
aglomeracidén de la proteina en la formulacién, comparada con
la misma proteina en la formulacién idéntica, excepto que
carece de metionina. En ciertas:imodalidades, se agrega
metionina a una concentracién final de entre aproximadamente
0.5 mM y aproximadamente 50 mM. En modalidades especificas,
se agrega metionina a la formulacién a wuna concentracién
final de 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM, 10 mM, 12.5 mM,
15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM y 45 wmM. En algunas
modalidades, la resistencia al corte es ocasionada por
agitacién, sacudimiento, cdhgelacién-descongelacién,
transportacién, extraccidén en una jeringa o procedimientos de

purificacién. En modalidades especificas, el método de

US1DOCS 6104534vl
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agregar aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM
de metionina a una formulacién somgtida a registencia al
corte, resulta en una formulacién gque tiene a 1lo sumo
aproximadamente 5%, a lo sumo aproximadamente 4%, a lo sumo
aproximadamente 3%, a lo sumo aproxihadamente 2%, a lo sumo
aproximadamente 1%, o a lo sumo aproximadamente 0.5%, de
especies de alto peso molecular (APM}.

En un aspecto todavia adicional, un métcdo de
agregar metionina a una formulacién a una concentracién de
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM, reduce
la aglomeracién de una proteina expuesta a luz. En ciertas
modalidades, se agrega metionina % la formulacidén a wuna
concentracién final de entre aproximadamente 0.5 mM vy
aproximadamente‘SO mM. En modalidades especificas, se agrega
metionina a la formulacién a una concentracién final de 0.5
mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM,
25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM y 45 mMn-En algunas modalidades,
1a luz es luz fluorescente. En otras modalidades, la luz es
luz solar. En modalidades adicionales, la luz es luz UV. El
método involucra agregar metionina antes de, al mismo tiempo
como, o después de que la formulacidn es expuesta a la luz.
En ciertas modalidades, se agrega metionina antes de y al
mismo tiempo comec, o después de la exposicidén de la

formulacién a la luz. El método de:agregar metionina a una

formulacién a una concentracién de aproximadamente 0.5 mM a

UsS1DOCS 6104934v1
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aproximadamente 145 mM, resulta; en reduccién de la
aglomeracidén de la proteina en la formulacién comparada con
la misma proteina en la formulacién idéntica, excepto que
carece de metionina. En modalidades especificas, el método de
agregar aproximadamente 0.5 mM haspa aproximadamente 145 mM
de metionina a una formulacién expuésta a la luz, resulta en
una formulacidén que tiene a lo sumo. aproximadamente 5%, a lo
sumo aproximadamente 4%, a lo sumo aproximadamente 3%, a lo
sumo aproximadamente 2%, a lo sumo aproximadamente 1%, o a lo
sumo aproximadameﬁte 0.5%, de especies de alto peso molecular
(APM) .

En otro aspecto, un método de agregar metionina a
una formulacidén a una concentracidn ge aproximadamente 0.5 mM
hasta aproximadamente 145 mM, disminuye una pérdida en
potencia o actividad biolégica de una proteina en wuna
formulacién de proteina. El método resulta en reduccién de la
aglomeracién de proteina en la fofmulacién, con ello,
manteniendo la potencia o actividad funcional de la proteina.
ﬁn ciertas modalidades, se agrega métionina a la formulacién
a una concentracién final de entre aproximadamente 0.5 mM y
aproximadamente 50 mM. En modalidades especificas, se agrega
metionina a la formulacidén a una concentracién final de 0.5
mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM, 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM,

25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM y 45 mM. En modalidades

especificas, el métocdo de agregar aproximadamente 0.5 mM

US1DOCS 6104934vl
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hasta aproximadamente 145 mM de metionina a una formulacién,
resulta eﬁ una  formulacidén que tiene a lo sumo
aproximadamente 5%, a lo sumo aproximadamente 4%, a lo sumo
aproximadamente 3%, a lo sumo aproximadamente 2%, a lo sumo
aproximadamente 1%, o a lo sumo aproximadamente 0.5%, de
especies de alto peso molecular (APM).

En un aspecto diferente, .la solicitud proporciona

formulaciones de proteina que comprenden un péptido/péptidos,

una proteina/proteinas, © un péptido/péptidos y una
proteina/proteinas, v aproximadamente 0.5 mM hagta
aproximadamente .50 mM de metionina. En modalidades
especificas, la metionina se agrega metionina a la

formulacién a una concentracién final de 0.5 mM, 1 mM, 2.5
mM, 5 mM, 7.5 mM; 10 mM, 12.5 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM,
35 mM, 40 mM y 45 mM. En algunas modalidades de este aspecto,
la proteina de la formulacidén es un anticuerpo, una proteina
de fusién Ig, un factor de coagulacidén, un receptor, un
ligando, wuna enzima, un factor de transcripcidn, o© un
fragmento biolégicamente activo de estas proteinas. En
modalidades especificas, la protein; e€s un anticuerpo anti-
B7.1, un anticuerpo anti-B7.2, un anticuerpo anti-CD22, una
proteina de fusién PSGL-Ig, Factor VIIa, Factor VIII, Factor
IX¥, TFactor X, Factor XI, Factor XII, Factor XIII, o© un
fragmento bioldgicamente activo de <cualquiera de estas

proteinas. En otras modalidades, las proteinas tienen al

US1DOCS 6104534vl
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menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al
mencos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al
menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al
menos aproximadamente 99%, de identidad de secuencia de
aminodcido a un anticuerpc anti-B7.1, un anticuerpo anti-
B7.2, un anticuerpo anti-CD22, una proteina de fusidn PSGL-
Ig, Factor VIIa, Factor VIII, Factor IX, Factor X, Factor XI,
Factor XII, Factor XIITI. En algunas modalidades, la
formulacién comprende un amortiéuador. En modalidades
especificas, el amortiguador es un amortiguador de histidina,
un aﬁortiguador de citrato, un amortiguador de succinato, o
un amortiguador Tris. En ciertas modalidades, la formulacién
tiene un pH de aproximadamente 5.0 hasta aproximadamente 8.8.
En otras modalidades, la formulacién tiene un pH de
aproximadamente 6.0 hasta aproximadamente 7.5. En algunas
modalidades, la formulacién comprende otro agente gque puede
reducir la aglomeracién de proteinas. La formulacién puede
adicionalmente, éomprender un azdcar, un tensoactivo, un
agente de volumen, un crioprotector, un agente estabilizante,
un anti-oxidante, o una combinacién de estos. En algunas
modalidades, el péptido(s)/protein@(s) de 1la formulacién,
estd a una concentracidn de apro;imadamente 0.1 mg/ml vy
aproximadamente 300 mg/ml en la formulacién. En otras
modalidades, el péptido(S)/proteina(s) de 1la formulacién,

estd a una concentracidén de aproximadamente 0.1 mg/ml vy
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aproximadamente 10 mg/ml en la formulacién. En ciertas
modalidades, la proteina es formulada como un liguido, o un
polvo secado por congelamiento. En ciertas modalidades, 1las
formulaciones de proteinas se proporcionan como kits. Tales
kits pueden incluir amortiguadores, excipientes e
instrucciones paré-uso de las formulaciones de proteinas.

En otro aspecto, la sclicitud proporciona métodos
de tratamiento, prevencién y/o diagnéstico, usando las

formulaciones de proteinas descritas en este documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1la es wuna gréficé de Dbarras que
representa el porcentaje inicial de especies de alto peso
molecular (% de. APM) en una formulacién de anti-B7.2,
formulada en la presencia y ausencia de 10 mM de metionina
(Met) y 0.01% de polisorbato-80 (PS) en los niveles de pPH
indicados.

La Figura 1b es una grafica de barras que
representa el % de especies de APM en una formulacidn de
anti-B7.2, formulada en la presencia y ausencia de 10 mM de
metionina (Met) y 0.01% de pclisorbato-80 (PS) en los niveles
de pH indicados, después de 6 semanag de almacenaje a 40°C.

La Figura 1lc es una §réfica de barras 'que

representa el % de especies de APM en una formulacidén de

anti-B7.2, formulada en la presencia y ausencia de 10 mM de

US1DOCS 6104934v1
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metionina (Met) y 0.01% de polisorbato-80 (PS) en los niveles
de pH indicados, después de 12 semanas de almacenaje a 40°cC.

La Figura 2a es una grafica de barras que
representa el % de especies de APM en una formulacién de
anti-B7.2, formulada en los amortiguadores citrato, succinato
e histidina (sobre varios intervalos de pH) en la presencia y
ausencia de 10 mM de metioniﬁa (Met) y 0.01% de
polisorbato-80 (PS).

La PFigura 2b es wuna grafica de barras que
representa el % de especies de APM en una formulacidén de
anti-B7.2, formulada en los amortiguadores citrato, succinato

e histidina (sobre varios intervaloside pH) en la presencia Y

ausencia de 10 mM de metionina (Met) y 0.01% de
pclisorbato-80 (PS), después de 12 semanas de almacenaje a
-40°C.

La Figura 3a es wuna grafica de barras que

0,

e,

representa el % de especies de APM presentes en una

formulacién de anticuerpo anti-CD22, después de almacenaje
por 1 mes hasta 36 meses a -80°C.

La Figura 3b es wuna grafica de barras que
representa el % de especies de APM presentes en una
formulacién de anticuerpo anti-CD22, después de almacenaje
por 1 mes hasta 36 meses a 25°C.

La Figura 4 es una gréfic%-que representa el % de

especies de APM presentes en una formulacién de proteina de

US1DOCS 6104934vl
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PSGL-1Ig, formulada con o sin metionina, después de almacenaje
por hasta 4 semanas a -80°C, 25°C y 40°C.

La Figura 5 es una grafica de barras que representa
el % de especies de APM en una formulacidn de proteina de
PSGL-Ig sometidas a resistencia al corte én la presencia (81-
Yy $-2) o ausencia (C) de metionina.

La Figura 6 es una grafica de barras gue representa
la potencia de REFACTO® formulada en amortiguadores de
histidina o succinato, con o sin metionina, después de 1la
exposicidén a condiciones de luz y oscuridad por un periodo de
1 mes.

La Figura 7 es una representacidn esquematica que
muestra la correlacidn entre la ox%dacién y multimerizacién
de rhIL-11. |

La Figura 8 propocrciona las . secuencias de
aminodcido de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
anti-B7.1. Los enlaces de disulfuro intramolecular predichos,
ge 1ilustran por conexiones de 1los residuos de cisteina
involucrados. Las cisteinas esperadas por formar enlaces de
disulfuro intramolecular, son subrayadas y se indica la

conectividad. Los dos residucs alterados en la porcién Fe¢ que

‘'reduce la funcién efectora son enmarcados. El sitio consenso

de glicosilacidén N-ligada, estd en italicas negritas.
La Figura S proporciona las secuencias de

aminocacido de las cadenas ligera y pesada de un anticuerpo

US1DOCS 6104934v1
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anti-B7.2. Los enlaces disulfuro intramoleculares predichos,
se ilustran por conexiones de los residuos de cisteina
involucrados. Las cisteinas esperaaas para formar enlaces
disulfuro intramoleculares, son subrayadas Yy se indica 1la
conectividad. Los dos residuos alterados en la porcidén Fc que
reduce la funcidn efectora son enmarcados. El sitio consenso
de glicosilacidn N-ligada, estd en italicas negritas.

La Figura 10 proporciona las secuencias de
aminodcido de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo
anti-CD22. La secuencia subrayada es la secuencia sefial y las
regiones que determinan la complementariedad se muestran en
letras negritas. Se subraya un sitic potencial para la
glicosilacién N-ligada.

La Figura 11 proporciona la secuencia de aminodcido

de REFACTO® (véase, Sandberg H. 'et al., Structural and
Functional Characterization of B-Domain Deleted Recombinant

Factor VIII, Seminars in Hematology, Vol. 38, No. 2, Suppl.

4, pp 4-12, April 2001).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Recientes avances en biotecnologia han
proborcionado una amplia variedad de formulaciones de
proteinas bioldgicamente activas, para uso en diagndsticos Yy
terapia. Sin embargo, el desarrollo, produccidn, suministro,

seguridad y estabilidad de tales formulaciones de proteina,
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10

15

20

25

22

poseen desafios significantes. Un probiema principal con las
formulaciones de proteina, es que pueden perder su actividad
bioldgica, como un resultado de la formulacién de aglomerados
solubles o© insolubles. La aglomefacién es un estado de
proteina degradada, y por lo tanto, minimiza sus resultados
en la vida de anaquel incrementada, potencia, o actividad de
una formulacién de proteina.

Esta solicitud en general, se refiere al
descubrimiento de que la adicién de 1la metionina de
aminodcido a una formulacién de proteina a una concentracién
final de entre aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente
145 wM, reduce la aglomeracién de la proteina o proteinas en
la formulacién, con ello, incrementando la vida de anaquel y
manteniendo la actividad biolégica de 1la formulacidén, con
relacidén a 1las formulaciones de proteinas Preparadas sin

metionina. '

Factores que Afectan la Aglomeracién de Proteina

Las proteinas tienen una amplia variedad de usos
farmacéuticos, biotécnicos y de investigacién. En varias
etapas en cualquiera de estos usos, las proteinas pueden
aglomerarse. Por ‘“aglomerado”, significa una interaccién
fisica entre las moléculas de protgina que resultan en la
formacidn de dimeros u oligémeros covalentes o no covalentes,

los cuales pueden permanecer solubles, o formar aglomerados
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insclubles que precipitan de la solucién. E1L término
“proteina”, como se usa en este documento, abarca un péptido,

un polipéptido, una proteina, y una proteina de fusién. Las
proteinas pueden ser elaboradas por métodos recombinantes o
sintéticos.

Muchos diferentes factores pueden ocasionar la
aglomeracién de una proteina en una formulacién de proteina.
Los procedimientos de purificacién vy almacenaje tipicos,
pueden exponer las formulaciones de proteinas a condiciones Yy
componentes que ocasionan que la proteina se aglomere. Por
ejemplo, las proteinas en una formulacién de proteina, pueden
aglomerarse como un resultado de cualquiera o mas de los
siguientes: almacenaje, exposicién a temperaturas elevadas,
pH de la formulacién, fuerza idnica de la formulacién, y la
presencia de ciertos tensoactivos (por ejemplo, polisorbato-
20 y polisorbato-80) vy agentes emulsificantes. El1 término
“durante almaéenaje”, como se usa en este documento,
significa una formulacidén gue una véz preparada, no es usada
inmediatamente;Ipreferentemente, deépués de su pfeparacién,
es envasada para almacenaje, ya sea en una forma liquida, en
un estado congelado, o en una forma seca para constitucién
posterior en una forma liguida u otra forma. Por “temperatura
elevada”, significa cualquier temperatura arriba de 1la
temperatura en la cual la proteina es normalmente almacenada.

De manera similar, las proteinas pueden aglomerarse
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cuando se exponen a resistencia al corte, tal como,
reconstituyendo una pasta de pfoteina liofilizada en
solucidn, filtracidén-purificacién de una muestra de proteina,
congelacidn-descongelamiento, sacudimiento o transferencia de
una solucidén de proteina via jeringa. La aglcomeracidén puede
también ocurrir comoc un resultado de interacciones de
moléculas de polipéptido en soluéién Yy a las interfaces
liquido-aire dentro de los viales de almacenaje. Los canales
conformacionales pueden ocurrir en polipéptidos adsorbidos a
interfaces aire-liquido v sélido-liquido, durante la
compresidén o extensidén de las interfaces que resultan de la
agitacidén durante el transporte. Tal agitacidén puede
ocasional que la proteina de una formulacidn se aglomere vy
finalmente, precipite con otras proteinas adsorbidas.

Ademés, la exposicién de una formulacién de

proteina a la 1luz, puede ocasionar que la proteina se

aglomere. La exposicién a la 1luz puede crear especies
reactivas que facilitan la aglomeracidn. En algunas
modalidades, la luz es luz fluorescente. En otras

modalidades, la luz es luz sclar. En modalidades adicionales,
la luz es luz UV.

Ademas, el envasado de la formulacién de proteina
puede impactar la aglomeracidén de proteina. Niveles rastro de
metales (niveles en ppm de cobre, hierro, cobalto,

manganeso), pueden lixiviar el envasado del contenedor,
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promoviendo a la hidrélisis del enlace amida, y finalmente,
resultando en aglomeracién de la proteina.

La presente solicitud .proporciona métodos y
composiciones que reducen la aglomeracién de proteinas
controlando uno o mas de 1los mecanismos de aglomeracién
mencionados anteriormente. Esto puede resultar en, por
ejemplo, estabilidad mejorada del producto, Y mayor
flexibilidad en log procesos de man@facturacién y condiciones

de almacenaje.

Métodos para Reducir la Aglomeracién de una Proteina en una

Formulacidén de Proteina

Esta solicitud se refiere en general, al
descubrimiento de gque agregar la metionina de aminoécidova
una formulacién,' puede reducir ;a aglomeracién de una

: 5
proteina o proteinas en la formulacién. La reduccidn en
aglomeracidn es relativa a una formulacién idéntica, excepto
éue carece de metionina. Para reducir la aglomeracidn, se
agrega metionina a la formulacién a una concentracién final
de entre aproximadamente 0.5 mM haste aproximadamente 145 mM.
Como se usa en esta solicitud, “aproximadamente”, significa
un valor numérico que tiene un intervalo de + 25% alrededor .
del valor citado. En algunas modalidades, se agrega metionina

a una concentracidén final de entre aproximadamente 0.5 mM

hasta aproximadamente 10 mM. En otras modalidades, se agrega
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metionina a una concentracién final de entre aproximadamente
0.5 mM hasta aproximadamente 15 mM. En algunas modalidades,
se agrega metionina a una concentracién final de entre
aproximadamente 2.5 mM hasta aprpximadamente 10 mM. En
algunas modalidades, se agrega metionina a una ccncentracién
ftinal de entre aproximadamenté 2.5 mM hasta aproximadamente
15 mM. En otras modalidades, se agrega metionina a una
concentracidén final de entre aproximadamente 5 mwM hasta
aproximadamente 15 mM. En algunas{ modalidades, se agrega
metionina a una concentracién finalmde.entre aproximadamente
5 mM hasta aproximadamente 25 - mM. En algunas otras
modalidades, se agrega metionina a una concentracidén final de
entre aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 25 mM. En
ciertas modalidades, se agrega metionina a una concentracién
final de entre aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente
50 mM. En otras modalidades, se agrega metionina a una
concentracién final de entre aproximadamente 50 mM hasta
aproximadamente 100 mM. En ciertas otras modalidades, se
agrega metionina a una concentracién final de entre
aproximadamente 100 mM hasta aproximadamente 145 mM. En adn
otras modalidades, se agrega metionina a ﬁna ceoncentracién
final de entre aproximadamente 100 mM hasta aproximadamente
140 mM. En todavia otras modalidades, se agrega metionina a
una concentracién final de entre aproximadamente 100 mM hasta

aproximadamente 135 mM. En todavia modalidades adicionales,
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se agrega metionina a una concentracién final de entre
aproximadamente = 100 mM hasta aproximadamente 125 mM. En
otras modalidades, se agrega metionina a una concentracidn
final de entre aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente 50
mM. En algunas modalidades, se agrega metionina a una
concentracidén final de entre aproximadamente 5 mM hasta
aproximadamente 25 mM. En modalidades especificas, se agrega
metionina a una formulacién de proteina a una concentracién
final de aproximadamente 0.5 mM, aproximadamente 1 mM,
aproximadamente 2 mM, aproximadamente 3 mM, aproximadamente 4
mM, aproximadamente 5 mM, aproximadamente 6 mM,
aproximadamente 7 mM, aproximadamente 8 mM, aproximadamente 9
mM, aproximadamente 10 mM, aproximadamente 11 mM,
aproximadamente 12 mM, aproximadamente 13 mM, aproximadamente
14 mM, aproximédamente 15 mM, aproximadamente 16 mM,
aproximadamente 17 mM, aproximadamente 18 mM, aproximadamente
19 M, aproximadamente 20 wM, aproximadamente . 21 wM,
aproximadamente 22 mM, aproximadamente 23 mM, aproximadamente
24 mM, aproximadamente 25 mM, aproximadamente 26 mM,
aproximadamente 27 mM, aproximadamente 28 mM, aproximadamente
29 mM, aproximadamente 30 mM, aproximadamente 31 mM,
aproximadamente 32 mM, aproximadamente 33 mM, aproximadamente
34 wM, aproximadamente 35 M, raproximadamente 36 mM,

aproximadamente 37 mM, aproximadamente 38 mM, aproximadamente

39 mM, aproximadamente 40 mM, aproximadamente 41 mM,
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aproximadamente 42 mM, aproximadamente 43 mM, aproximadamente
44 mM, aproximadamente 45 mM, aproximadamente 46 mM,
aproximadamente 47 mM, aproximadamente 48 mM, aproximadamente
49 mM, o aproximaéamente 50.

Con respecto a que ocasiona que una proteina de una
formulacién se aglomere, la adicién de metionina reduce 1la
aglomeracién de la proteina o proteinas en la formulacién. En
ciertas modalidades, 1la adicién de metionina reduce la

aglomeracidén en una formulacién ocasionada por almacenaje,

exposicidn a temperaturas elevadas, exposicién a luz,
exposicién a resistencia al corte, la presencia de
tensoactivos, pPH y condiciones . iénicas, Yy cualquier

combinacién de los mismos.

El método descrito anteriormente, puede ser. usado
para disminuir la aglomeracidén de proteinas formuladas en una
forma liquida o seca. La aglomeracidn reducida se observa en
una formulacién liquida, sea almacenada directamente en tal
forma para uso posterior, almacenada en un estado congelado y
descongelada antes del uso, o preparada en una forma seca,
tal como forma liofilizada, secadé. en aire o secada por
rocio, para reconstitucidén posterior en una forma liquida u
otra forma antes del uso.

El nivel de aglomeracidén de proteina en una
formulacién, puede ser medido antes, sustancialmente al mismo

tiempo, © después, de la adicién de metionina a la
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formulacién. En ciertas modalidades,,pl nivel de aglomeracidn
se mide al menos, una vez entre aproximadamente 1 dia vy
aproximadaménte 12 semanas después de la adicidén de metionina
a la formulacién. En otras rmodalidades, el nivel de
aglomeracidén se mide al menos, una vez entre aproximadamente
1 mes y aproximadamente 36 meses después de la adicidén de
metionina a 1la formulacidn. En ciertas modalidades, los
métodos descritos en este documento, resultan en una
reduccidédn de 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 25%, aproximadamente
30%, aproximadamente 35%, aproximadaménte 40%,
aproximadamente 45%, aproximadamente 50%, aproximadamente
55%, aproximadamente 60%, :aproximadamente 65%,
aproximadamente 70%, aproximadamenﬁe 75%, aproximadamente
80%, aproximadamente 85%, o aproximadamente 90% de % de
especies de APM, comparado con las formulacicnes que carecen
de metionina. En modalidades especificaé, el wmétodo de
agregar entre aproximadamente 1 mM hasta aproximadamente 145
mM de metionina a una formulacién de proteina, resulta en la
formulacién que tiene a lo sumo aproximadamente 5%, a lo sumo
aproximadamente 4%, a lo sumo aproximadamente 3%, a lo sumo
aproximadamente 2%, a lo sumo aproximadamente 1%, o a lo sumo
aproximadamente 0.5%, de especies de  APM. En otras

modalidades especificas, el método de agregar entre

aproximadamente 1 wM hasta aproximadamente 145 mM de
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metionina a una formulacidén de proteina, resulta en 1la
formulacién que tiene aproximadamente 5%, aproximadamente 4%,
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o
aproximadamente 0.5% de especies de  APM. En otras
modalidades, el método de agregar entre aproximadamente 1 mM
hasta aproximadamente 145 mM de metionina a una formulacidn
de proteina, reéulta en una formulacién que tiene entre
aproximadamente 0.5% hasta aproximadamente 5% de especies de
APM.

La formulacidn de proteina puede ademas, comprender
uno © mas agentes que reducen la aglomeracidén de la proteina
de la formulacién. En algunas modalidades, el agente que
reduce la aglomeracidén de la proteina de la formulacién es un
amincdcido. En modalidades egpecificas, el aminoacido es
arginina, lisina, glicina, &acido glutamico o &cido aspartico.
En algunas modalidades, el aminodcido se agrega a una
formulacidn de proteina a una concentracién desde
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 200 mM. En
algunas modalidades, el amincdcide se agrega a una
formulacidn de proteina -a una concentracidn desde
aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente 100 mM. En algunas
otras modalidades, el aminodcido se agrega a una formulacién
de proteina a una concentracién desde aproximadamente 5 mM
hasta aproximadamente 125 mM. En ciertas otras modalidades,

el aminoadcido se agrega a una formulacién de proteina a una
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concentracidén desde aproximadamente 0.5 mM hasta
aproximadamente 50 mM. En aln otras modalidades, el
aminodcido se agrega a una formulacién de proteina a una
concentracién desde aproximadamente 0.5 mM hasta
aproximadamente 25 mM. El agente que reduce la aglomeracidn
de 1la proteina de la formulacidén, también puede ser una
combinacién de queladores de metal. En modalidades
especificas, los gueladores de metal son DTPA, EGTA vy DEF. En
algunas modalidades, la concentracién de DTPA o EGTA en la
formulacidn de proteina, es desde aproximadamente 1 pM hasta
aproximadamente 10 mM, desde aproximadamente 1 uM hasta
aproximadamente 5 mM, desde aproximadamente 10 uM  hasta
aproximadamente 10 mM, 50 puM hasta aproximadamente 5 mM, o
desde aproximadamente 75 puM hasta aproximadamente 2.5 mM. En
algunas modalidades, la concentracién de DEF en la
formulacidn de proteina es desde aproximadamente 1 pM hasta
aproximadamente iO mM, desde apr;ximadamente 1 uM hasta
aproximadamente 5 mM, desde aproximadamente 10 upM hasta
aproximadamente 1 mM, o desde aproximadamente 20 pM hasta
aproximadamente 250 pM. El agente que reduce la aglomeracién
de la proteina de 1la formulacidén, puede también ser un
depurador de radical libre, especialmente un depurador de
radicales de oxigeno. En modalidades especificas, el

depurador de radical libre es manitol o histidina. En algunas

modalidades, la concentracién de manitocl en la formulacién de
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proteina es desde aproximadamente 0.01% hasta aproximadamente
25%, desde aproximadamente 0.1% hasta aproximadamente 25%,
desde aproximadamente 0.5% hasta aproximadamente 15%, o desde
aproximadamente 1% hasta aproximadamente 5%. En algunas
modalidades, la concentracidén de histidina en la formulacién
de proteina es desde aproximédamente 10 LM hasta
aproximadamente 200 mM, desde aproximadamente 100 uM hasta
aproximadamente 200 mM, desde aproximadamente 500 pM hasta
aproximadamente 100 mM, o desde aproximadamente 15 mM hasta
aproximadamente 35 mM. En otras modalidades, el agente que
reduce la aglomeracién de la proteina de la formulacidn, es
una combinacién de_lnl quelador de metal y un depurador de
radical libre. En algunas modalidadgs, el agente gque reduce
la aglomeracidén de una proteiné O proteinas en una
formulacién, esg citrato. En ciertas modalidades, la
concentracién de citrato en la formulacién de proteina es
desde aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 50 mM,
desde aproximadamente 0.5 mM hastgr aproximadamente 25 mM,
desde aproximadamente 1 mM hasta apf;ximadamente 35 mM, desde
aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente 25 mM, o desde

aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente 10 mM.

Método para Valorar Niveles de Aglomeracién de Proteina

Se puede usar un nlimero de diferentes métodos

analiticos para detectar la presencia y niveles de
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aglomerados en una formulacién de proteina. Estos incluyen,

pero no se limitan a, electroféresis en gel de poliacrilamida

nativo (PAGE), électroféresis en .gel de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), electrofdresis en gel
capilar (CGE), cromatografia de exclusién de tamafio (CET) ,
ultracentrifugacién analitica (AUC), fraccionamiento de flujo

de campo (FFF), deteccién de dispersién de luz, velocidad de
sedimentacidn, espectroscopia UV, calorimetria de exploracién
diferencia, turbidimetria, nefelometria, microscopio,

cromatografia de exclusidn de tamafio-cromatografia liquida de

alta resolucién (CET-CLAR), cromatografia liquida de alta
resolucién-fase inversa (FI-CLAR), espectroscopia de masa en
serie de ionizacidén por electrorrocio (ESI-EM), vy TI-

CLAR/ESI-EM en serie. Estos métodos pueden ser usados ya sea
solos, o en combinacidn.

Un problema comin con las formulaciones de
proteinas es la acumulacidn irreversible de aglomerados ccn
tiempo, temperatura, o resistencia al corte. Tipicamente,
cuando los aglomerados precipitan, forman particulas grandes
que son faciles de detectar. Los ;aglomerados solubles no
covalentes, mas pequefios, sin embargo, los cuales son a
menudo precursores para precipitar particulas grandes, son
més dificiles de detectar y cuantificar. De este modo,
métodos para deteétar y cuantificar aglomeracién de proteinas

en una formulacidn de proteina, necesitan basarse en la clase
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de aglomerado a ser valorado.

Entre los métodos mencionados, los métodos
sugeridos para determinar la presencia y/o cantidades de
aglomerados covalentes, solubles, en una formulacién de
proteina son: CET/dispersién de luz, SDS-PAGE, CGE, FI-
CLAR/ESI-EM, FFF y AUC. Los métodos sugeridos para determinar
la presencia y/o cantidades de aglomerados no covalentes,
solubles, en una formulacién de proteina son CET, PAGE, SDS-
PAGE, CGE, FFF, AUC y dispersidén de luz dindmica. Los métodos
sugeridos para determinar la presencia y/o cantidades de
aglomerados no covalentes, insolubles en una formulacién de
proteina son: espectroscopia UV, turbidimetria, nefelometria,

microscopio, AUC y dispersidn de luz dindmica.

Proteinas

Cualquier proteina susceptible a aglomeracién, que
incluye anticuerﬁos, proteinas de fusién de inmunoglobulina,
factores de <coagulacién, receptores, 1ligandos, enzimas,
factores de transcripcién o fragmentos biolégicamente activos
de los mismos, pueden ser protegides por métodos vy
composiciones de esta solicitud. La fuente o manera en la cual
la proteina se obtiene o produce (pof ejemplo, sea aislada de
células o fuentes de tejido por un esquema de purificacién
apropiado, producidas por técnicas de ADN recombinante, o

guimicamente sintetizadas usando técnicas estandares de
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sintesis peptidicas), es inmaterial al método mostrado por
esta solicitud. Por consiguiente, una amplia variedad de
proteinas nativas, sintéticas y/o recombinantes, que
incluyen, proteinas quiméricas vy/o de fusidén, pueden ser
@rotegidas de aglomerados por los métodos y composiciones de
esta solicitud.

La proteina de interés a ser formulada incluye,
perc no se limita a, proteinas tales:como, PSGL-Ig; GPIb-Ig;
GPIIbIIIa-Ig; IL-13R-Ig; IL-21R-1g; Factor VIIa; Factor VIIT;
Factor VIII¢; Factor IX; Factor X; Factor XI; Factor XII;
Factor XIII; factor del tejido; factor von Willebrandé;
factores anti-coagulacién tales como Proteina C; factor
natriurético atrial; miocestatina/GDF-8; interleucinas (ILs),
por ejemplo, IL-1 a IL-15; hormona de crecimiento humano 3%
hormona de creciﬁiento bovino; factor de 1libracién de 1la
hormona de crecimiento; hormona paratiroides; hormona
estimulante de la tiroides; uricasa; bicunina; oxidasa de
bilirrubina; subtilisina; lipoproteinas; a-l-antitripsina;
cadena A de insulina; cadena B de insulina; proinsulina;
hormona estimulante del foliculo; calcitonina; hormona
luteinizante; glucagdn; tensoactivo pulmonar; un activador
del plasminégeno, tal como urocinasa o activador del
plasmindégeno de tipe tejido (t-PA); bombazina; trombina;
plasmina, miniplasmina; microplasmina; factor o y B de

necrosis del tumor; encefalinasa; RANTES (células T reguladas
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en activacién normalmente expresadas y secretadas); proteina
inflamatoria del macrdfago humanoli(MIP-l—a); albtmina de
suero tal como alblmina de suero humano; sustancia gue inhibe
al mulerian; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina; Pro-
relaxina; péptido asociadc con la gonadotropina de ratdn;
DNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF); factor de crecimiento placental {PIGF) ;
receptores para las hormonas o factores de crecimiento; una
integrina; proteina A & D; factores reumatoides; un factor
neurotréfico tal come factor neu&otréfico derivado &seo
(BDNF), neurotrofina-3, 4, 5, & 6 (NT-3, NT-4, NT-5 & NT-6},
o un factor de crecimientc del nervio tal como NGF-B, factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor de
crecimiento del fibroblasto tal como aFGF y DbFGF; factor de
crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento de
transformacién (TGF) tal como TGF-o y TGF-B, que incluye TGF-
B 1, TGF-B 2, TGF-Bp 3, TGF-B 4, o TGF-B 5; factor I y II de
crecimiento similar a la insulina, (IGF-I e IGF-II); des(1l-
3)-IGF-1 (IGF-I cerebral); proteinas de enlace al factor de
crecimiento similar a la insulina; proteinas CD tales como
¢bz, (D3, CD4, CD8, CD9, CDl19, CD20, CD22, CD28, CD34, vy
CD45; eritropoyetina (EPO); trombopoyetina (TPO); factores
osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina morfogenética

6sea (BMP); un interferdén tal como interferén-a, B v v;

factores estimuladores de la colonia (CSF), por ejemplo, M-
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CSF, . GM-CSF y G-CSF; dismutasa de guperéxido; receptores de
células T; elementos de la familia del receptor HER tales
como el receptor EGF, receptor HER2 HER3 o HER4; moléculas de
adhesidn celular tales como LFA-1, VLA-4, ICAM-1 y VACM;
IgE; antigenos del grupo sanguineo; receptor flk2/flt3;
receptor de ocbesidad {OB) ; faétor acelerador de 1la
descomposicidn (DAF); un antigeno viral tal como proteinas
gag VIH, env, pol, tat, o rev; receptores de homing;
adresinas; inmunoadhesinas; y fragmentos bioldégicamente
activos o variantes de cualquiera de 1los polipéptidos
listados anteriormente.

El término “fragmento bioldgicamente activo”,
significa un fragmento de una proteina que retiene al menos,
una de las funciones de la proteina a partir de la cual se
deriva. Un fragmento biolégicamente activo de un anticuerpo
incluye un fragmento de enlace al antigeno del anticuerpo; un
fragmento biolSgicamente active de un receptor incluye un
fragmento del receptor que puede jtodavia enlazarse a su
ligando; un fragmento biclégicamente activo de un ligando
incluye tal porcién de un ligando gue puede todavia enlazarse
a su receptor; y un fragmento biolégicamente activo de una
enzima incluye tal porcién de la enzima que todavia puede
catalizar una reaccidén catalizada por la enzima de longitud
completa. En ciertas modalidades, un - fragmento

biolédgicamente activo retiene al mencs, aproximadamente 25%,
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50%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% de la funcién de la
proteina a partir de la cual se deriva. La funcién de una
proteina se puede ensayar por métodos bien conocidos (por
ejemplo, pruebas de interacciones de anticuerpo-antigeno,
pruebas de interacciones ligando-receptor, pruebas de
actividad enzimatica, pruebas de actividad transcripcional, o
pruebas de interacciones de ADN—protgina).

En ciertas modalidades, la proteina a ser formulada'
es un anticuerpo. El anticuerpo puede ser originado en, vy
enlazado a, cualquiera de las proteinas mencionadas
anteriormente. En ciertas modalidades especificas, los
anticuerpos incluyen un anticuerpo ‘anti-B7.1, un anticuerpo
anti-B7.2, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-
mioestatina {por ejemplo, Solicitud Estadounidense No.
60/752,660), un anticuerpo anti-IL-11, un anticuerpo anti-IL-
12 (por ejemplo, Solicitud Estadounidense No. 60/752,660), vy
un anticuerpo anti-IL-13 (por ejemplo, Solicitud
Estadounidense  No. 60/752,660) . En otras modalidades
especificas, los anticuerpos incluyen un anticuerpo que tiene

: :
al menos, aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%,
al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%,
al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%,
al menos aproximadamente 99%, de identidad de secuencia de

aminodcido a un anticuerpo anti-B7.1, un anticuerpo anti-

B7.2, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-miocestatina
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(por ejemplo, Solicitud Estadounidense No. 60/752,660), un

anticuerpo anti-IL-11, un anticuerpo anti-IL-12 (por ejemplo,

Solicitud Estadounidense No. 60/752,660), o un anticuerpo
anti-IL-13 {por ejemplo, Solici&ud Estadounidense No.
60/752,660), y retiene 1la capacidad para enlazarse a sus
antigenos respectivos. La identidad de secuencia de
aminodcido entre dos ©proteinas, puede ser medida de

conformidad con los métodos estdndares (véase por ejemplo,
Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448,

1998; George, D.G. et al., in Macromolecular Sequencing and

Synthesis, Selected Methods and Applications, Pps. 127-149,

Alan R. Liss, Inc. 1988; Feng and Doolittle, Journal of
Molecular Evolution 25:351-360, 1987; Higgins and Sharp,
CABIOS 5:151-153, 1989; y 1los varios programas BLAST del
NCBI, NLM, Bethesda, MD}.

El término ‘“anticuerpo” 'como se usa en este
documento, incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales, composiciones de anticuerpos con
especificidades poliepitopes, anticuerpos biespecificos,
diacuerpos, u otras preparaciones purificadas de anticuerpos
y anticuerpos recombinantes. Los :anticuerpos pueden ser
anticuerpos completos, por ejemplo, de cualquier isotipo
(IgG, IgA, IgE, IgM, etc.), o fragmentos de los mismos, los
cuales se enlazan al antigeno de interés. En ciertas

modalidades, el anticuerpo a ser formulado es un anticuerpo

US1DOCS 6104934v1



emam-

10

15

20

25

40

que tiene el isotipo IgG.

Los anticuerpos recombinantes incluyen, Pero nc se
limitan a, anticuerpos monoclonales quiméricos Y hﬁmanizados,
gue comprenden porciones tanto humanas como ne humanas,
anticuerpos de cadenas Ginicas 'y anticuerpos multi-
especificos. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la
cual, diferentes porciones se derivan de diferentes especies
animales, tales como agquellas que tienen una regidn variable
derivada de un anticuerpo monoclonal murina y una regioén
constante de inmunoglobulina humaﬁa. Los anticuerpos de
cadenas TtUnicas tienen wun éitio de enlace al antigeno vy
consiste de un polipéptido dnico. Anticuerpos multi-
especificos son moléculas de anticuerpo que tienen al menos
dos sitios de enlace al antigeno que se enlazan
especificamente a diferentes antigenos. Los anticuerpos
pueden ser fragmentados wusando técnicas convencionales Y
fragmentos seleccionados para enlace al antigeno de interés.
Preferiblemente, un fragmento de anticuerpo éomprende el
antigeno de enlace y/o la regién variable de un anticuerpo
intacto. De este modo, el término de fragmento de anticuerpo
incluye segmentos de porciones proteoliticamente desdobladas
O recombinantemente preparadas de una molécula de anticuerpo
gue son capaces de enlazarse selectivamente a ciertas
proteinas. Ejemplos no limitantes de tales fragmentos

proteoliticos y/o recombinantes incluyen, Fab, F(ab'},, Fab’,
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Fd, Fv, dAb, un CDR aislado, y anticuerpos de cadena finica
(scFv) que contienen un dominio VL y/o VH unido pPor un
enlazador peptidico. Los scFV pueden ser covalentemente o no
covalentemente ligados para formar énticuerpos que tienen dos
o més sitios de enlace.

En algunas modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal humanizado. El1 término “anticuerpo
monoclonal humanizado”, como se usa en este documento, es un
anticuerpo monoclonal a partir de una fuente no_ humana
(recipiente)}, que ha sido alterado por contener al menos, uno
o mds de los residuos de aminoacidos encontrados en el
anticuerpo monoclonal humano equivalente (donador) . En
ciertas modalidades, los anticuerpos humanizados tienen una o
mas regiones que determinan la complementariedad (CDR), a
partir de las especies no humanas y una regidn de estructura
de una molécula de inmunoglobulina human. Un “anticuerpo
monoclonal completamente humanizado”, es un anticuerpo
monoclonal de una fuente no humana, que ha sido alterado para
contener todos los residuos de aminoacido encontrados en 1la
regién gque se enlaza al antigeno, del anticuerpo monoclonal
humano equivalente. Los anticuerpos humanizados pueden
también comprender residuos gue no se encuentran en ya sea en
el anticuerpo del recipiente o el anticuerpo donador. Estas
modificaciones pueden ser elaboradas para ademés; refinar y

optimizar la funcionalidad de anticuerpos. E1l anticuerpo
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humanizado puede también, comprender opcionalmente al menos,
una porcién de una regidén éonstante de inmunoglobulina humana
(Fc) .

En algunas modalidades, la protéina a ser formulada
es una proteina de fusién. En una modalidad, la proteina de
fusidn es una proteina de fusién de inmunoglobulina (Ig). Una
proteina de fusién Ig es una proteina que comprende una
porcidn no de Ig enlazada a una porcién Ig que se deriva de
la regién constante de una inmunoglcobulina. En una modalidad
especifica, la proteina de fusién comprende la regioén
constante de cadena pesada IgG. En otra modalidad, 1la
proteina de fusidén comprende una secuencia de aminodcido que
corresponde a la articulacién, regiones CH2 y CH3 de
inmunoglobulina Cyl humana. Ejemplos no limitantes de
proteinas de fusién Ig incluyen PSGL-Ig (véase, Patente
Estadounidense No. 5,827,817), GPIb-Ig (véase, WO 02/063003),
GPIIbIIIa-Ig, IL-13R-Ig (véase, Patente Estadounidense No.
6,268,480), THFR-Ig (véase, WO 04/008100), IL-21R-Ig, CTLA4-
Ig y VCAM2D-IgG. Son bien conocidos en la técnica métodos
para elaborar proteinas de fusién (por ejemplo, Patentes
Estadounidenses Nos. 5,516,964; 5,225,538; 5,428,130;
5,514,582; 5,714,147; 6,136,310; 6,%37,471; Yy 6,482,409). En
algunas modalidades, las proteinas de la formulacidn incluyen

proteinas de fusidn que tienen al menos aproximadamente 85%,

al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%,
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al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%,
al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99%
de identidad de secuencia de aminoacido para PSGL-Ig (véase,
Patentes Estadounidense No. 5,827,817}, GPIb-Ig (véase, WO
02/063003), GPIIbIIIa-Ig, IL-13R-1Ig {(véase, Patente
Estadounidense No. 6,268,480), TNFR-Ig (véase, WO 04/008100),
IL-21R-Ig, CTLA4-Ig vy VCAM2D~IgG,h Yy la cual retiene su
capacidad para enlazar sus ligados respectivos.

La formulacién puede contener mis de una proteina
necesaria para el tratamiento, diagnosis de, un trastorno o
enfermedad particular. Lal(s) éroteina(s) adicional {(es) se
eligen porque tienen actividades co;plementarias a las otras
proteinas en la formulacién, y no afectan adversamente a las
otras proteinas en la formulacién. Ademds, la formulacién de
proteina puede también contener sustancias no de proteina que
son de wuso en la utilidad final de 1la formulacién de
proteina. Por ejemplo, se puede agregar sacarosa para mejorar
la estabilidad y solubilidad de la proteina en solucidn; y se
puede agregar histidina para ~proporciocnar capacidad
amortiguadora apropiada.

En ciertas modalidades, 1la proteina a ser formulada
es esencialmente pura y/o esencialmente homogénea (es decir,
sustancialmente libre de proteinas contaminantes, etc.). El
término proteina “egsencialmente i pura* significa una

composicién gque comprende al menos aproximadamente 90% en
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¥
peso de la fraccidén de proteina, preferiblemente al menos

aproximadamente 95% en peso de la fraccién de proteina. El
términc proteina ‘“esencialmente homogénea” significa una
composicién que comprende al menos aproximadamente 99% en
peso de la fraccidn de proteina, excluyendo la masa de varios
estabilizadores y agua en soluciédn.

Las proteinas a ser formuladas pueden también ser
conjugadas con una citotoxina, un agente terapéutico o un ién
de metal radicactivo. En una modalidad, la proteina que es
conjugada es un anticuerpo o fragmento del mismo. Una
citotoxina o agente citotéxico incluye cualquier agente que
es perjudicial para 1las células. Ejemplos no limitantes
incluyen, caliqueamicina, taxol, ciéocalisina B, gramicidina
D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido,
tenopésido, vincristina, vinblastina, celquicina,
doxorubicina, daunorubicina, antracin diona de dihidroxi,
mitoxantrona, .mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestostercna, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol, puromicina y andlogos, u homélogos de
los mismos. Agentes terapéuticos inc}uyen, pero no se limitan
a, antimetabolitos {(por ejemplo, metotrexato, 6~
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina y decarbazina de 5-
fluorouraciloe), agente de alquilacién (por ejemplo,

meclcoretamina, tiocepa clorambucilo, melfalan, carmustina

(BSNU) Y lumustina (CCNU) , ciglotosfamida, busulfan,
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dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, Yy cis-
diclorodiamina platino (II) (DDP)), éisplatino), antraciclinas
{(por ejemplo, daunorubicina y doxorubicina), antibiéticos
(por ejemplo, dactinomicina, bleomicina, mitramicina Yy
antramicina) Y agentes anti-mitéticos {por ejemplo,
vincristina y vinblastina). Son bien conocidos en el arte,

técnicas para conjugar tales porciocnes a proteinas.

Formulaciones

La composicién de una fbrmulacién se determina por
consideracién de varios factores que incluyen, pero no se
limitan a: la naturaleza de las proteinas (por ejemplo,
receptor, anticuerpo, proteinas de fusién Ig, enzima, etc.);
la concentracién de la proteina; el?intervalo de pH deseado;
como se almacena la formulacién de proteina; el periodo que

la formulacién de proteina es almacenada; y si y cémo la

formulacidn de proteina es administrada a un paciente.

Concentracién de la Proteina en la Formulacidn

La concentracidédn de la proteina.en la formulacidén
es dependiente del uso final de la formulacién de proteina.
Las concentraciones dé proteina : en las formulaciones
descritas en este documento son generalmente entre
aproximadamente 0.5 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, por

ejemplo, entre aproximadamente 0.5 mg/ml y aproximadamente 25
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mg/ml, entre aproximadamente 5 mg/ml y aproximadamente 25
mg/ml, entre aproximadamente 10 mg/ml Y aproximadamente 100

mg/ml, entre aproximadamente 25 mg/ml aproximadamente 100

e

mg/ml, entre aproximadamente 50 mg/ml aproximadamente 100

mg/ml, entre aproximadamente 75 mg/ml aproximadamente 100
mg/ml, entre aproximadamente 100 mg/ml aproximadamente 200

mg/ml, entre aproximadamente 125 mg/ml aproximadamente 200

MR R R XK

mg/ml, entre aproximadamente 150 mg/ml aproximadémente 200
mg/ml, entre aproximadamente 200 mg/ml vy aproximadamente 300
mg/ml, y entre aproximadamente 250 mg/ml y aproximadamente
300 mg/ml. k

Las formulaciones de proteina se pueden usar para
propdésitos terapéuticos. Por lo tanto, la concentracién de la
proteina en una formulacién se determina en base a
proporcionar la proteina en una dosificacién y volumen que es
tolerado por, y de valor terapéutico?para, el paciente. Si 1la
formulacién de proteina es administrada por inyeccidén de
volumen pequefio, la concentracién de proteina dependera del
volumen de inyeccidén (usualmente 1.0-1.2 ml). Las terapias a
base de proteina usualmente requieren varias dosificaciones
mg/kg por semana, por mes, o por varios meses. Por lo tanto,
si una proteina es proporcionada a 2-3 mg/kg de peso corporal
del paciente, y un promedioc de peso ‘del paciente 75 kg, 150-

225 mg de la proteina serd necesaria para ser suministrada en

un volumen de inyeccién de 1.0-1.2 ml, o el volumen necesario
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a ser incrementado para ajustar una concentracién de proteina

inferior.

Amortiguadores

El término ‘“amortiguador” como se usa en este
documento, incluye aquellos agentes que mantienen el pH de la
solucidén en un intervalo deseado. El pH de una formulacidn
como se describe en este documento es generalmente entre
aproximadamente pH 5.0 hasta aproximadamente 9.0, por
ejemplo, aproximadamente pH 5.5 hasta aproximadamente 6.5,
aproximadamente pH 5.5 hasta aproximadamente 6.0,
aproximadamente pH 6.0 hasta aproximadamente 6.5, pH 5.5, pH
6.0, o pH 6.5. En general, es usado un amortiguador que puede
mantener una solucidén a pH 5.5 hasta 6.5. Ejemplos no
limitantes de amortiguadores que se pueden usar en una
formulacién descritos en este documento incluyen, histidina,
succinato, gluconato, tris(trometamol), Bis-Tris, MOPS, ACES,
BES, TES, HEPES, EPPS, etilendiamina, acido fosférico, &acido
maleico, fosfato, citrato, dcido 2-morfolinetansulfénico
(MES), fosfato de sodio, acetato de sodio y cacodilato.
Histidina es .un amortiguador que es preferido en
formulaciones que son administradas por inyeccidén subcuténea,
intramuscular o peritoneal. La concentracién del amortiguador
es entre aproximadamente S5 mM y 30 mM. En una modalidad, el

amortiguador de una formulacién es  histidina a una
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concentracidén de aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente

20 mM.

Excipientes

Ademds de la proteina, metionina Y amortiguador,
una formulacién como se describe en este documento puede
también contener otras sustancias. Estas sustancias incluyen,
pero mno se limitan a, crioprotectores, lioprotectores,
tensoactivos, agentes gue otorgan volumen, antioxidantes vy
agentes estabilizadores. En una modalidad, una formulacién de
proteina descrita en este documento inéluye un excipiente
seleccionado del grupo que consiste de un crioprotector, un
lipoprotector, un tensoactivo, un agente qgue otorga volumen,
un antioxidante, un agente estabili;adof Y combinacicnes de
los mismos.

El término “crioprotector” como se usa en este
documento, incluye agenteg los cuales proporcicnan
estabilidad para lé proteina contra tensidn inducida por
congelamiento, siendo preferenciai&ente excluida de 1la
superficie de la proteina. Los crioprotectores pueden también
ofrecer proteccién durante el secado primario Y secundario y
almacenaje del prpducto por tiempo prolongado. Ejemplos no
limitantes de crioprotectores incluyen azlcares, tales como
sacarosa, dglucosa, trehalosa, manitocl, manosa Yy lactosa;

polimeros, tales como dextrano, almidén de hidroxietilo vy
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polietilen glicol; tensoactivos, tales como polisorbatos (por
ejemplo, PS-20 o PS-80); y aminodcidos, tales como glicina,
arginina, leucina Yy gerina. e usa en general, un
crioprotector que presenta baja toxicidad en sistemas
biclégices. El crioprotector, incluido en la formulacidn, se
agrega a la concentracién final de entre aproximadamente 1% v
aproximadamente 10% (peso/volumen). En una modalidad, el
crioprotector es sacarosa a una ‘concentrécién de entre
aproximadamente 0.5% y aproximadamente 10% (peso/volumen) .

En una modalidad, se agrega un lipoprotector a una
formulacién descrita en este documento. El término
“lipoprotector” como se usa en este documento, incluye
agentes que proporcionan estabilidad a la proteina durante 1la
liofilizacidn O proceso de deshidratacidén {ciclos de
liofilizacidn primario y secundario), proporcionando una
matriz de cristal amorfa, y que se une con la proteina a
través de enlace de hidrdgeno, reemplazando las moléculas de
agua gque son removidas durante el proceso de secado. Esto
ayuda a mantener la conformacién de proteina, degradacién de
proteina winimizada durante el cicdlo de liofilizacién, v
mejorar la estabilidad del producto por tiempo prolongado.
Ejemplos no limitantes de lipoprotec£ores incluyen azidcares,
tales como sacarosa o© trehalosa; un aminodcido, tal como
glutamato monosddico, glicina o histidina no cristalina; una

metilamina, tal como betaina; una sal liotrbépica, tal como
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sulfato de magnesio; un poliol, tal como alcoholes de alta
azlcar o trihidricos, por ejemplo, glicerina, eritritol,
glicerol, arabitol, xilol, sorbitol y manitol; propilen
glicol; polietilen glicol; plurdnicos y combinaciones de los
mismos. La cantidad de lipoprotector agregado a una
formulacidén es en general, una cantidad que no conduce a una
cantidad 1inaceptable de degradacién/aglomeracién de la
proteina cuando la formulacidn de proteina es liofilizada. En
donde el lipoprotector es un azlcar (tal como sacarosa o
trehalosa) y la proteina es un anticuerpo, ejemplos no
limitantes de concentraciones de lipoprotectores en 1la
formulacién de proteina son aproximadamente 10 mM hasta
aproximadamente 400 mM, y preferiblemente aproximadamente 30
mM hasta aproximadamente 300 mM, y mas preferiblemente
aproximadamente 50 mM hasta aproximadamente 100 mM.

En ciertas modalidades,‘ se puede incluir un
tensocactivo en la formulacién. E1 té;mino “tensoactivo” como
se usan en este documento, incluye agentes que reducen la
tensidén superficial de un liquido por adsorcién a la interfaz
aire-liquido. Ejemplos de tensoactivos incluyen, sin
limitacidén, tensocactivos no iénicos,ﬁtales como polisorbatos
(por ejemplo, polisorbato 80 ¢ polisorbatoc 20)}; poloxdmeros
(por ejemplo, poloxdmeros 188); Triton™; dodecil sulfato de
sodioc (SDS); laurel _sulfato de sodic; actil glicésido de

sodic; lauril-sulfobetaina, miristil-sulfobetaina, linoleil-
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sulfobetaina, estearil-sulfobetaina, lauril-sarcosina,
miristil-sarcosina, linoleil-sarcosina, estearil-sarcosina,
linoleil-betaina, miristil-betaina, cetil-betaina,
lauroamidopropil-betaina, cocamidopropil-betaina,
linoleamidopropil-betaina, ﬁiristamidopropil—betaina,
palmidopropil-betaina, isostearamidopropil -betaina (por
ejemplo, laurcamidopropilo), miristamidopropil-,
palmidopropil - o isostearamidopropil-dimetilamina; metil
cocoilo sédico o metil ofeilo de sodio-taurato; y las series
de Monaquat™ (Mona Industries, Inc., Paterson, N.J.),
polietilen glicol, polipropil glicol y copolimefos de etilen
y propilen glicol (por ejemplo, plurcnics, PF68). La cantidad
de tensoactivo agregado es tal que mantiene aglomeracidén de
la proteina reconstituida en un nivel aceptable como en
probado, usando por ejemplo, SEC-CLAR para determinar el
porcentaje de especies APM o especies BPM, y minimiza la
formacién de particulas después de 'la reconstitucidén de un
liofilato de una formulacién de proteina descrita en este
documento. Por ejemplc, el tensoactivo puede estar presente
en una formulacién (liquida, o antes de la reconstitucién de
un liofilato) en una cantidad de aproximadamente 0.001 hasta
aproximadamente 0.5%, por ejemplo aﬁroximadamente 0.05 hasta
aproximadamente 0.3%.

En algunas modalidades, se incluye ﬁn agente que

properciona volumen en la formulacién. El término “agente que
]
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proporciona volumen” como se usa en este documento, incluye
agentes gque  proporcionan la estructura del producto
liofilizado que interactda directamente con el producto
farmacéutico. Ademas de proporcionar una pasta
farmacéuticamente elegante, los agentes que proporcionan
volumen pueden también impartir cualidades <tGtiles con
respecto a modificar la temperatura de colapso, proporcionar
proteccidn de congelacidn-descongelamiento, y mejorar la
estabilidad de proteina durante un .tiempo prolongado de
almacenaije. Ejemplos no limitantes de agentes que
proporcionan volumen incluyen manitol, glicina, lactosa v
sacarosa. Agentes que proporcionan volumen pueden seyr
cristalinos {tales como glicina, manitol, o cloruro de sodio)
o amorfos (tales .como dextrano, almidén de hidroxietilo) vy
son generalmente ﬁsados en formulaciones de proteina en una
cantidad de 0.5% hasta 10%.

Otros excipientes o} estabilizadores
farmacéuticamente aceptables, tales como aquellos descritos
en Remington’s Pharmaceuticals Sciences 16ava edicién, Osol,
A. Ed. (1980) pueden también ser incluidos en una formulacidn

de proteina descritas en este documento, siempre que las

caracteristicas deseadas de la formulacién no tengan efectos

adversos. Como se usa en este documento, “portador
i

farmacéuticamente aceptable” significa cualquiera y todos los

solventes, medios de dispersidn, revestimientos, agentes
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antibacterianos y antifingicos, agentes gque retrasan la
absorcién e isoténicos, compatibles c¢on administracién
farmacéutica. Es bien conocido en la técnica el uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas.
Portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no
toéxicos a receptores en las dosificaciones y concentraciones
empleadas e incluyen: agentes amortiguadores adicionales;
preservativos; co-solventes; antioxidantes; que incluyen
dcido ascérbico y metionina; agentes quelantes tales como
EDTA; complejos de metales (por ejemplo, complejos de
proteina zn} ; polimeros biodegradables, tales como
poliésteres; contraiones que forman:sales, tales como sodio,
alcoholes de azlGcar polihidricos; .aminoécidos, tales como
alanina, glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina,
lisina, ornitina, leucina, 2-fenilalanina, &acido glutamico, vy
treonina; azilicares orgdnicos o alcocholes de azGcar, tales
como lactitol, estaquiocsa, manosa, sorbosa, =xilosa, ribosa,
ribiteol, mioinisitosa, mioinisitol, galactosa, galactitol,
glicerol, ciclitoles (por ejemplo, inositel),
polietilenglicol; agentes reductores que contienen azufre,
tales como wurea, glutationa, 4&cido tidctico, tioglicolato
sbddico, tioglicerol, «-monotioglicerol, vy tiosulfato de
sodio; proteinas de bajo peso molecular, tales como alblmina

de suero humano, albuimina de sueroc bovino, gelatina u otras

inmunoglobulinas; y polimeros hidrofilicos, tales como
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pelivinilpirrolidona.

Métodos de Almacenaje

Una formulacién de proteina descrita en este
documento, puede ser almacenada por cualquier método conocido
por uno de habilidades en la técnica. Ejemplos no limitantes
incluyen, congelacién, liofilizacién y secado por rocio de la
formulacidén de proteina.

En algunos casos, las formulaciones de proteinas
son congeladas para almacenaje. Por consiguiente, es deseable
que la formulacién sea relativamente estable bajo tales
condiciones, que incluyen, bajo ciclos de congelac¢idn-
descongelacidén. Un método para determinar la adecuabilidad de
una formulacidn, és someter una formﬁlacién de muestra por al
menos dos, por ejemplo, tres hasta diez ciclos de congelacidén
(en, por ejemplb, -20°C & -80°C), y descongelacién (por
ejemplo, por descongelacidén rédpida a temperatura ambiente o
descongelacidn leﬁta en hielo), determinando la cantidad de
especies de bajo peso molecular (BPM) y/o especies de APM o
especies de APM ©presentes en la muestra antes del
procedimiento de congelacién—descongelacién. Un incremento en
las especies de BPM o APM, indica estabilidad disminuida de
una proteina almacenada como parte de la formulacidn. Se
puede usar cromatografia 1liquida de alta resolucidén de

exclusidon de tamafio (CET-CLAR), para determinar la presencia
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de especies de BPM y APM.

En algunos casos, las formulaciones de proteina
pueden ser almacenadas como un liqu;do. Por consiguiente, esg
deseable que la formulacién liquida pueda ser relativamente
adecuada bajo tales condiciones, que incluyen, varias
temperaturas. Un método para determinar la adecuabilidad de
una formulacidn, ‘es almacenar la formulacién de muestra a
varias temperaturas {(tales como 2-8, 15, 20, 25, 30, 34, 40 vy
50°C) y monitorear la cantidad de especies de APM y/o BPM que
se acumulan con el tiempo., A can?idades mids pequefiags de
especies de BPM y/o APM que se acumuian con el tiempo, mejor
la condicidn de almacenaje para la formulacién.
Adicionalmente, el perfil de carga de la proteina puede ser
monitoreado por cromatografia liquida de alta resolucidén-

intercambic catidnico (CEX-CLAR).

O

Alternativamente, las fo}mulaciones pueden ser
almacenadas después de la liofilizacién. El término
“liofilizacidn” como se usa en este documento, se refiere a
un proceso por el cual el material a ser secado es primero
congelado, seguido por remocidén del hielo o solvente
congelado por sublimacién en un ambiente a vacio. Se puede
incluir in excipiente (por ejemplo, lipoprotector) en las
formulaciones que son 1iofi1izadas, para mejorar la
estabilidad .del producto liofilizado después del almacenaje.

El término “formulacidn reconstituida” como se usa en este
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documento, se refiere a una formulacién que ha sido pfeparada
disolviendo una formulacién de proteina liofilizada en un
diluyente, de manera tal gue la proteina es dispersada en el
diluyente. E1 término “diluyente” como sge usa en este
documento, es una sustancia qué es farmacéuticamente
aceptable (segura y no toéxica para administracién a un
humano), y es empleada para la preparacidén de una formulacidn
ligquida, tal como una formulacién reconstituida después de 1la
liofilizacién. Ejemplos no limitantes de diluyentes incluyen,
agua estéril, agua bacteriocestdtica para inyeccién (ABPI),
una solucidén amortiguada de pH (por ejemplo, salina
amortiguada con fosfato), solucién salina estéril, solucién
Ringer, solucidén de dextrosa o solucidén acuosa de sales y/o
amortiguadores.

Probar una formulacién para la estabilidad del
componente de proteina de 1la formulacién después de la
liofilizacién, es dtil para determfnar la adecuabilidad de
una formulacidén. El método es similar a aquel descrito
anteriormente para congelacidn, excepto que la formulacidén de
muestra es liofilizada en lugar de congelada, - reconstituida
usando un diluyente, y la formulacidén reconstituida es
probada para determinar la presencia de especies de BPM y/o
especies de APM. Un incremento en las especies de BPM o APM

en la muestra liofilizada, comparado con una formulacién de

muestra correspondiente que no fue liofilizada, indica

US1DOCS 6104934v1



10

15

20

25

57

estabilidad disminuida en la muestra- liofilizada.

En algunos casos, una formulacién es secada por
atomizacién vy después almacenada. Para secado por
atomizacidén, una formulacién liquida es aerosolizada en 1la
presencia de una corriente de gas seco. El agua es removida
de las gotitas de formulacién en. la corriente del gas,
resultando en particulas secas de la formulacién del farmaco.
Los excipientes pueden ser incluidos en la formulacién (i)
para proteger la proteina durante 1la deshidratacién del
secado por atomizacidn, (ii) proteger la proteina durante el
almacenaje después del secado por atomizacién, y/o (iii) dar
las propiedades de solucidén adecuadas para aerosolizacién. E1
método es similar a aquel descrito anteriormente para

i
congelacidn, excepto gque la formulacidén de la muestra es
secada por atbmizacién en lugar de congelarla, reconstituida
en un diluyente, y la formulacién reconstituida es probada
para determinar la presencia de especies de BPM y/o especies
de APM. Un incremento en especies de BPM o APM en la muestra
secada por atomizacidén, comparado 'Eon una formulacién de

muestra correspondiente que no fue liofilizada, indica

estabilidad disminuida en la muestra secada por atomizacién.

Métodos de tratamiento

Las formulaciones descritas en este documento, son

empleadas como composiciones farmacéuticas en el tratamiento
]
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y/o prevencién de una enfermedad o trastorno en un paciente
en necesidad del mismo. El término “tratamiento”, se refiere
a tanto tratamiento médico como mediciones profilacticas o
preventivas. El tratamiento incluye la aplicacién o
administracién de la formulacidn de proteina al cuerpo, un
tejido aislado, o célula de un paciente, quien tiene una
enfermedad/trastorno, un sintoma de una enfermedad/trastorno,
© una predisposicidén hacia una enfé}medad/trastorno, con el
propdsito de curar, sanar, atenuér, distender, remediar,
aliviar, mejorar o afectar la enfermedad, el sintoma de la
enfermedad, o la predisposicién hacia la enfermedad. Aquellbs
"en necesidad del tratamiento”, incluyen aquellos va con el
trastorno, asi como también aquellos en 1los cuales el
trastorno es prevenido. El término “trastorno” es cualquier
condicidén que podria beneficiarse “del tratamiento con la
formulacidén de proteina descrita en este documento. Este
incluye trastornos o enfermedades crénicas vy agudas, que
incluyen aquellas condiciones patoldgicas que predisponen al
mamifero al trastorno en cuestién. Ejemplos no limitantes de
trastornos a ser tratados en eéfe documento incluyen,
trastornos de sangrado, trombosis, leucemia, linfoma, linfoma
no Hodgkin, enfermedades autoinmunes, trastornos de
coagulacidén, hemofilia, rechazo al transplante, trastornocs
inflamatorios, eﬁfermedad cardiaca, trastornos de espasmos

musculares, alergias, cédnceres, distrofia muscular,
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sarcopenia, caquexia, diabetes Tipo II, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, psoriasis, artritis psoriétiga, asma,
dermatitis, rinitis alérgica, enfermedad pulmconar obstructiva
crénica, eosinofilia, fibrosis, y exceso de produccidn de

moco.

Administracién

Las formulacicnes de proteinas descritas en este
documento, pueden ser administradas ‘@ un sujeto en necesidad
del tratamiento usando métodos conocidos en la técnica, tal
como por bolo o infusién Gnica o miltiple sobre un periodo
prolongado de tiempc en una manera adecuada, por ejemplo,
inyeccién o infusién por rutas subcuténea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intraarterial, intralesional
o intraarticular, administracidn tépica, transmuceosal,
transdérmica, rectal, inhalacién o por medios de liberacién

. -

sostenida o de liberacién. extendida. Si la formulacién de
proteina ha sido 1liofilizada, el material 1liofilizado es
primero reconstituido en un liquido apropiado antes de 1la
administracidn. El material liofilizado puede ser

reconstituido en por ejemplo, agua bacteriocestatica para

3
54

inyeccién (ABPI), salina fisiolégicé, salina amortiguada de
fosfato (PBS), o la misma formulacién que ha sido de 1la
proteina antes de la liofilizacién.

Se pueden preparar composiciones parenterales en
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una forma de dosificacién wunitaria para facilidad de
administracién y uniformidad de dosificacién. “Forma de
dosificacién unitaria” como se usa en este documento, se
refiere a unidades £fisicamente discretas, adecuadas como
dosificaciones unitarias para el sujeto a ser tratado; cada

unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto

activo, calculada para producir el efecto terapéutice
deseado, en asociacién con el portador farmacéutico
seleccionado.

En el caso de un métode de inhalacién, tal como
inhalador de dosis medida, el dispésitivo es disefiado para
suministrar una cantidad apropiada de la formulacidn. Por
administracidn por inhalacién, los compuestos son
suministrados en la forma de un atomizador en aerosol a
partir de un recipiente presurizado o dispensador que
contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas, tal como
didxido de carbono, o un nebulizador. Alternativamente, ge
puede proporcionar una forma de dosificacién inhalada como un
polvo seco, usando un inhalador en polvo seco.

La formulacién de proteina puede también éer
atrapada en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por
técnicas de coacervacidén o por polimerizacidn interfacial por
ejemplo, por microcédpsulas de gelatiﬁa © hidroximetilcelulosa
y microcadpsulas de poli—(metilmetacrilato), respectivamente,

en sistemas de suministro de farmaco coloidal (por ejemplo,
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-t

liposomas, microesferas de alblUmina, microemulsiones, nano-
particulas y nanocépsulas) o en macroemulsiones. Tales
técnicas son descritas en Remington's Pharmaceutical Sciences
18ava., edicidn.

Las preparaciones de liberacidén sostenida de las
formulaciones de proteing descritas en este documento,
también pueden ser preparadas.  Ejemplos adecuados de
preparaciones de 1liberacidén sostenida incluyen, matrices
semipermeables de ‘polimeros hidrofébicos sdlidos que
contienen la formulacién de proteina. Ejemplos de matrices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo, poli(2-hidroxietilTmetacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos, copolimercs de Acido L-
glutamico y vy-etil-L-glutamato, copolimercs de acetato de
etilen-vinilo no ~degradable, acido glicélico-&cido 1lactico
degradables Y “acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Las
formulaciones de liberacién sostenidas de 1las proteinas
descritas en este documento, pueden ser desarrolladas usando
polimero de &cido poliléctico—coglic@lico {(PLGA), debido a su
biocompatibilidad y amplio rango de propiedades
biodegradables. Los productos de degradacién de PLGA, acidos
lactico y glicélico, pueden ser méas facilmente sepérados dentro
del cuerpo humanc. Sin embargo, la degradabilidad de este
polimero, se puede ajustar desde meses a afnos, dependiendo de

su  peso Yy  composiciédn molecular. Las composiciones
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liposomales pueden también ser usadas para formular las

proteinas o anticuerpos descritos en este documento.

Dosificacidén

La eficacia terapéutica y toxicidad de una
formulacién, se puede determinar por procedimientos
farmacéuticos conocidos en la técnica usando, por ejémplo;
cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo,
determinando el LDg; (la dosis letal él 50% de la poblacidn) y
la EDsp (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la
poblacidn) . La relacidn de dosis entre los efectos
terapéuticos y téxicos, es el indice terapéutico, y puede
expresarse como la relacién LDW/EDsm“

Los datos obtenidos a pgrpir de los ensayos de
cultivo ceiular y estudios animales, pueden ser usados en la
formulacidén de un intervalo de dosificaciones para uso en
humanos. Las dosificaciones de tales formulaciones en
general, caen dentro de un intervalc de concentraciones de
circulacién que incluye el EDs, con poca o ninguna toxicidad.
La dosificacién puede variar dentro de este intervalo,
dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la ruta de
administracidén utilizada. Para cualquier formulacidén usada en
el método de la invencidn, la dosis terapéuticamente efectiva

puede ser estimada inicialmente a partir de los ensayos de

cultivos celulares. Una dosis puede ser formulada en modelos
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animales para lograr un intervalo de concentracién de plasma
de circulacidén que incluye el ICs, (es decir, la concentracién
del compuesto de prueba el cual ioéfa una inhibicién maxima
media de sintomas), como se determina en el cultivo celular.
Tal informacién puede ser wusada para determinar mas
exactamente las dosis empleadas en humanos.‘Se pueden medir
los niveles de plésma, por ejemplo, por cromatografia liquida
de alta resolucién.

La dosificacidén apropiada de 1la proteina de 1la
formulacidn, dependerd del tipo de enfermedad a ser tratada,
la severidad y curso de 1la enfermedad, si el agente es
administrado para propdsitos preventivos o terapéuticos,
terapia previa, el historial clinico del paciente y 1la
respuesta al agente, y 1la discrecién del especialista que
atiende. Una formulacién es suministrada en general, de
manera tal que las dosificacicnes son entre aproximadamente
0.1 mg de proteiné/kg de peso corporal hasta aproximadamente
100 mg de proteina/kg de peso corporal.

Para que la formulacién sea usada para
administracién in vivo, debe ser estéril. La formulacidén
puede ser proporcionada estéril por filtracién a través de
las membranas de filtracidn estéril,‘previo a, o después de,
la formulacién de un liquido o} liofilizacién Y

reconstitucién. Las composiciones terapéuticas de este

documento, en general, son colocadas en un contenedor que
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tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de
solucidén intravenosa, © vial que tiene un tapén que se puede

perforar por una aguja de inyeccién hipodérmica.

Articulos de Manufactura

En otra modalidad, se proporciona un articulo de
manufactura, el cual contiene una formulacidn descrita en
este documento, y preferiblemente, proporciona instrucciones
para su uso. El articulo de manufactura comprende un
contenedor adecuado ' para contener la formulacién.
Contenedores adecuados incluyen sin limitacién, botellas,
viales (por ejemplo, wviales de cém;ra dual), jeringas (por
ejemplo, jeringas de camara tnica o dual), tubos de prueba,
nebulizadores, inhaladores (por ejemplo, inhaladores de dosis
medidas o inhaladores en polvo seco), o depdsitos. E1
contenedor puede ser formado de una variedad de materiales,
tales como vidrio, metal o pléastico (por ejemplo,
policarbonato, poliestireno, polipropilenc). El1 contenedor
mantiene la formulacidén y la etiqueta en, o asociada con, y
el contenedor puede indicar direcciones para reconstitucién
y/o uso. La etiqueta ademds, puede indicar que la formulacién
es 1UGtil o propuesta para administracién subcutédnea. E1
contenedor que mantiene la formulacidén puede ser un vial de

usos multiples, el cual permite administraciones repetidas

(por ejemplo, desde 2-6 administraciones} de la formulacién.
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El articulo de ~manufactura puede ademas, comprender un
segundo contenedor gue comprende un diluyente adecuado (por
ejemplo, WFI, NaCl al 0.$%, ABPI, salina amortiguada de
fosfato). Cuando el articulo de manufactura comprende una
versidén liofilizada de una formulacidén de proteina, el

mezclado de wun diluyente con la formulacién liofilizada

‘proporcicnara una concentracién final de proteina en 1la

formulacién reconstituida de en general, al menos 20 mg/ml.
El articulo de manufactura puede ademés, incluir otros
materiales deseables a - partir de un punto de vista del
usuario y comercial, que incluye, otros amortiguadores,
diluyentes, filtros, agujas, jeringas e insertos de envasado
con instrucciones de uso.

Todos los articulos de peridédicos, patentes,
sclicitudes de patentes y otras publicaciones referenciadas
en esta solicitud, estdn incorporadas por referencia en su
totalidad. Si existe algin conflicto entre los contenidos de
la presente solicitud y cualquier ﬁaterial incorporado por
referencia, se entiende que rige a esta solicitud.

La invencidén serd mds completamente entendida por
referencia a los siguiéntes ejemplos. No deben, sin embargo,

ser construidos come limitantes del alcance de la invencidn.
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EJEMPLOS

Ejemglo 1

Efecto de Metionina en la Aglomeracién de Proteina en una

Formulacién de Anticuerpo anti-B7.2 Sometido a Almacenaje a

Temperatura Elevada

Este ejemplo ilustra la capacidad de metionina para
reducir la aglomeracidén de una proteina en una formulacidn de
proteina. Especificamente, los experimentos descritos abajo,
fueron dirigidos para probar los efectos de metionina en la
agregacidén de anticuerpos anti-B7.2 (IgG,, cadena ligera kx,
véase Figura 9) en una formulacidn de anticuerpo anti-B7.2
sometida a almacenaje a 40°C. El B7.2 es un ligando co-
estimulatorio que es expresado en células B, las cuales
pueden interactuar con las moléculas de la superficie T, CD28
y CTLA-4.

El efecto de agregar metionina en la aglomeracién
de anticuerpo anti-B7.2 formulado como un liguido a varios
niveles de pH, se examind éurante un periodo de 12 semanas
durante el cual, la formulacidén ;e almacend a 40°C. El
anticuerpo anti-B7.2 se formuld a 1 mg/ml a varios niveles de
PH en la presencia y ausencia de 10 mM de metionina vy
polisorbato-80 al 0.01%. Los niveles de aglomeracidén fueron

medidos inicialmente, en la semana 6, y en la semana 12,

midiendo el porcentaje de especies de alto peso molecular (%
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de APM) en las formulaciones en estos puntos de tiempo por
CET-CLAR. Un incremento en % de APM es indicativo de
aglomeracidn.

Los niveles iniciales en % de APM de cada
formulacién, fueron aproximadamente los mismos (~1-2% véase,
Figura la). Después de 6 y 12 semanas de almacenaje a 40°(C,
sin embargo, el % de APM se incrementd en las formulaciones
que carecen de metionina, especialmente en las muestras que
contienen polisorbato-80 y carecen dé metionina y se formulan
a niveles de pH que varian desde 6.0 hasta 6.6 (véase,
Figuras 1b vy 1lc). La presencia de metionina en 1la
formulacién, mantiene el % de ADPM cerca de 1los niveles
iniciales en las muestras sin polisorbato-80. Aungue hubo un
incremento en la aglomeracién de proteina en muestras que
contienen tanto polisorbato-80 como ﬁetionina, comparadas
con las muestras que contienen metionina pero carecen de
polisorbato-80, los niveles de aglomeracién de proteina
fueron significantemente inferiores que en las muestras que
contienen polisorbato-80 pero carecen de metionina (véase
Figuras 1b y>lc).

En resumen, estos experi%entos muestran que la
metionina reduce la aglomeracién de anticuerpo anti-B7.2 en

una formulacién sometida a temperaturas elevadas tanto en la

presencia como ausencia de polisorbato-80.
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Ejemplo 2

Efecto de Metionina en la Aglomeracidén de Proteina en una

Formulacién de Anticuerpo anti-B7.1 Sometido a Temperatura

Elevada

Este ejemplo ilustra ademas, 1la capacidad de
metionina para reducir la aglomeracién de una proteina en una
formulacién de proteina. Los experimentos descritos abajo, se
dirigen a probar los efectos de meticnina en la agregacidén de
anticuerpos anti-B7.2 (IgG;, cadena ligera k, véase Figura 8)
en una formulacidn de anticuerpd' anti-B7.2 sometida a
almacenaje a 40°C. El B7.2 es un ligando co-estimulatorio que
es expresado en células B, las cuales pueden interactuar con
las moléculas de la superficie T, CD28 y CTLA-4.

El efecto‘de agregar metionina en la aglomeracidn
de anﬁicuerpo anti-B7.1 formulado como un ligquido a varios
niveles de pH, se examind durante un periodo de 12 semanas
durante el cual, las muestras se ‘almacenaron a 40°C. E1
anticuerpo anti-B7.1 se formulé a 1 mg/ml a varios niveles de
PH en la presencia y ausencia de 10 mM de metionina y
polisorbato-80 al 0.01%. Los niveles de aglomeracién fueron
medidos inicialmente, en la semana 6, Yy en la semana 12,
midiendo el porcentaje de especies dg alto peso molecular (%
de APM) en las formulaciones en estos puntos de tiempo por
CET-CLAR.

Los niveles iniciales en % de APM de cada
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formulacién, fueron aproximadamente los mismos (~1% véase,
Figura 2a). El almacenaje de la formulacién de anticuerpo
anti-B7.1 por 12 gemanas a 40°C en la bPresencia de
polisorbato-80 y gque carece de metionina, resulté en un
incrementd menor en el % de APM en el intervalo de PH de 4.7-
6.3 en citrato y amortiguadores de succinato (véase, Figura
2b}). Un incremento mas significanteﬁen % de APM, resultd en
el intervalo de pH de 6-6.6 en amortiguador de histidina
(véase, Figura 2b). La adicién de metionina a las
formulaciones de proteina, disminuyé el % de niveles de ADM.
Esto fue mads claramente visto en el caso de anticuerpo anti-
B7.1 formulado en el amortiguador de histidina ¥ polisorbato-
80: metionina mantiene el % de niveles de APM a un minimo de
1.2% después de 12 semanas a 40°c.

En resumen, estos experimentos muestran que la
metionina reduce.la aglomeracién de anticuerpo anti-B7.1 en
una formulacidén almacenada a 40°C, tanto en la presencia como

ausencia de polisorbato-80.

Ejemplo 3

Efecto de Metionina en Aglomeracidén de Proteina en una

Formulacidn de Anticuerpo anti-CD22 Sometida a Almacenaje de

Largo Término

Este experimento se dirigid para probar el efecto

de agregar meticnina en una aglomeracién de proteina en una
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formulacién de anticuerpo anti-CD22 (véase, Figura 10). E1l
CD22 es una célula B de 135 kD restringida de
sialoglicoproteiné que se enlazal a oligosacéridos que
contienen 2-6 residuos de &cido sialico ligado, y se expresa
en la superficie de células B, durante etapas posteriores de
diferenciacidén. Parece jugar un papel en la activacién de
células B y actlla como una molécula de adhesidén. E1 CD22 Yy
anti-CD22, son considerados dtiles en el tratamiento de
leucemia, linfoma, linfoma no Hodgkin, y ciertas condiciones

autoinmunes.

Se formularon 25-26 mg/ml de anti-CD22 (IgG,,

cadena ligera K}, como un liquido en 10 mM de amortiguador de
succinato, a pH 6. Estas formulaciones también contienen ya
sea uno o ambos de 10 mM de metionina y polisorbato-80 al
0.01%. Las formulaciones anti-CD22 resultantes, se
almacenaron a 25°C u -80°C de entre 1 mes Yy 36 meses, y % de

niveles de APM en las formulaciones, se valoraron por CET-

CLAR.

El % de niveles de APM de todas las formulaciones
almacenadas a -80°C, fue aproximadamente el mismo (~0.5%)
(véase, Figura 3a). Por el contrario, el almacenaje con el

tiempo a 25°C, resultd en un incremento en el % de niveles de
APM (véase Figura 3b). Este incremento fue sustancialmente
disminuido si la metionina estuvo presente en la formulacién.
Notablemente, las formulaciones de anti-CD22 formuladas con
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polisorbato-80 y metionina, generaron aproximadamente el
mismo % de especies de APM como muestras formuladas con
metionina pero gue carecen de polisorbatc-80.

Estos datos indican que la metionina disminuye 1la
aglomeracién de proteina de una formulacidén de anticuerpo

anti-CD22 en almacenaje a largo término, tanto en 1la

presencia o ausencia de polisorbato-80.

EjemElo 4

Efecto de Metionina en Aglomeracién de Proteina en una

Formulacién de PSGL-Ig Sometida a Almacenamiento a Altas

Temperaturas

Este ejemplo proporciona otra ilustracién de 1la
capacidad de metionina para prevenir la aglomeracidén en
proteinas y, particularmente, en proteinas de fusién. Este
experimento se dirige a probar el efecto de agregar metionina
en una aglomeracidén de proteina en wuna formulacién de
proteina de fusidn de inmunoglobulina-ligandoe 1 de la
glicoproteina P-selectina (PSGL-IQ). La PSGL-1 es un
homodimero de 240 kDa que consiste .de dos cadenas de
polipéptidos de 120 kDa que son constitutivamente expresados
en todos los leucocitos. La PSGL-Ig se encuentra
principalmente, en las puntas del microvilli. La PSGL-Ig
puede enlazarse a P-selectina en el endotelio cuando se

decora con azlcares apropiados.
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Los efectos de metionina en la aglomeracién del la
proteina de fusién del ligando Ig de glicoproteina P-
selectina (PSGL-1g), se examinaron a varias temperaturas. La
PSGL-Ig se formuld como una formulacidén liquida en 10 mM de
Tris, 150 mm de NaCl, polisorbato-80 al 0.005%, a pH 7.5 en
la presencia y ausencia de 10 mM de metionina. Las muestras
se almacenaron a -80°C, 25°C y 40°C Y se evaluaron por % de
APM durante un periodo de 4 semanas por CET-CLAR.

Los niveles iniciales de % de APM en todas las
muestras, fueron similares y permanééieron sin cambio en las
muestras almacenadas a -80°C, con respecto a la presencia o
ausencia de metionina (véase Figura 4). E1 almacenaje a 25°C
Yy 40°C, resultdé en aglomeracidén incrementada con el tiempo;
sin embargo, tal agregacién se redujo en las muestras

formuladas con metionina.

Ejemplo 5

Efecto de Metionina en Aglomeracién de Proteina en una

Formulacidén de PSGL-Ig Sometida a Resistencia al Corte

Este ejemplo ilﬁstra que la metionina reduce 1la
aglomeracién de proteinasg sometidas a resistencia al corte.

La proteina de fusién PSG;—Ig se formuldé como un
liquido en 10 mM de Tris, 150 mM de NaCl, polisorbato-80 al
0.005%, pH 7.5 en la presencia y ausencia de 10 mM de

metionina. Las formulaciones resultantes fueron ya sea
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dejadas sin sacudir o sometidas a sécudimiento a 250 rpm por
96 horas.

Las muestras no sacudidas gque contienen o gue
carecen de metionina, tienen % de niveles de APM muy
similares (0.6 y-0.7%) (véase Figura 5). Por el contrario,
las muestras sacudidas que carecen de metionina contienen %
de APM elevado (4.2% y 4.4%). La adicién de metionina a las
formulaciones que fueron sometidas a sacudimiento, resultdé en
un decremento en el % de niveles de APM a 1.0 Yy 2.2%.

Estos datos muestran que la metionina reduce 1la

aglomeracidn de proteinas sometidas a resistencia al corte.

Ejemglo 6

Efecto de Metionina en la Aglomeracién de Proteina de una

o

Formulacién de Proteina REFACTO® Almacenada en la Oscuridad

Este experimento proporciona aln otro ejemplo de la
capacidad de metionina para prevenir la aglomeracién en
proteinas vy, particularmente, en proteinas recombinantes.
Para ilustrar ademds, REFACTO® (véase, Figura 11), una
proteina recombinante del factor VIII gue se usa para
corregir las deficiencias del factor VIII, se usé en este
experimento. |

Los efectos de metionina en la estabilidad de
REFACTO®, se examinaron durante un estudio de estabilidad de

1 mes. Se formuldé REFACTC® como un liquido a aproximadamente

US1DOCS 6104934v1
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250 IU/ml en 20 mM de amortiguador de histidina. Algunas de
estas formulaciones contienen 4 mM de cloruro de calcio y 310
mM de cloruro de sodio, y Tween-80 al 0.02%. El pH de la
formulacién fue 6.5. Las muestras fueron almacenadas en la
oscuridad a temperatura ambiente pof aproximadamente 1 mes.
Las muestras de control se formularon como anteriormente y se
almacenaron a -80°C. La formacidén de aglomerado se valord por
CET-CLAR.

En las muestras de control, con respecto a la
presencia de metionina y citrato, el % de niveles de ADPM
permanecid igual (véase, Tabla 1). En las formulaciones de
amortiguador de histidina sin metionina y citrato, el % de
APM fue 26-27% después de 1 mes de almacenamiento en la
oscuridad, indicando un alto nivel de aglomeracién. En las
formulaciones amortiguadoras de histidina que contienen
metionina y citrato, sin embargo, lg aglomeracién se redujo
durante el mismo pericdeo de tiempé, con un % de APM de

sclamente 7-8%.

US1DOCS 6104934v1
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Tabla 1
Almacenaje [Amortiguador] [Metionina + Citrato] % de
AFPM
Control 20 mM de reactivo grado ninguno 1.1
(Almacenado a Histidina
-80°C)
oscuridad 20 mM de reactivo grado ninguno 26.6
Histidina
Control 20 mM de reactivo grado 10 mM de Metionina + 0.9
(almacenado a Histidina 10 mM de Citrato
-80°C)
oscuridad 20 mM de reactivo grado 10 mM de Metionina + 7.9
Histidina ! 10 mM de Citrato
Control 20 mM de USP grado ) ninguno 0.0
(almacenado a Histidina
-80°C)
oscuridad 20 mM de USP grado ninguno 25.8
Histidina
Control 20 mM de USP grado 10 mM de Metionina + 0.0
(almacenado a Histidina 10 mM de Citrato
-80°C)
oscuridad 20 mM de USP grado 10 mM de Metionina + 7.7
Histidina 10 mM de Citrato
Ejemploc 7

Efecto de Metionina en la Aglomeracién de Proteina de una

Formulacion de Proteina REFACTO® Almacenada Bajo Luz

Fluorescente

En esta serie de experimentos, los efectos de

metionina en la fragmentacién de REFACTO® gue se expuso a luz
fluorescente, fueron examinados durante un periodo de 1 mes.

Se formuld REFACTO® como un iiquido a

aproximadamente 250 IU/ml en 20 mM de histidina o 20 mM de
amortiguador de succinato.

Algunas de

estas formulaciones

también contienen 10 mM de metionina Yy 10 mM de citrato.

US1DOCS 6104934vi
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Todas las formulaciones contienen 4 mM de cloruro de calcio Yy
310 mM delcloruro de sodio, y 0.02% de Tween-80. El pH de las
formulaciones fue 6.5. Las muestras fueron almacenadas a
temperatura ambiente por aproximadamente 1 mes bajo 1luz
fluorescente, y la formacién de aglomerados se wvalord por
CET-CLAR. TLas muestras de control se formularon como
anteriormente y se almacenaron a -80°C.

En las muestras de control, con respecto a la
presencia de metionina y citrato, el % de niveles de APM
permanecid. sin cambio a 0% de APM (véase, Tabla 2). En las
formulaciones amortiguadas con USP‘de gradeo histidina, sin
metionina y citrato, el % de APM fue de 21% después de 1 mes
de almacenaje bajo luz fluorescente, indicando un alto nivel
de aglomeracién. En formulaciones amortiguadoras de USP de
grado histidina gque contienen metionina vy citrato, sin
embargo, la aglomeracién se redujo sobre el mismo periodeo de
tiempo, con un % de APM de solamente aproximadamente 2%.

De manera similar, en formulaciones.amortiguadas de
succinato que carecen de metionina y.citrato, el % de APM fue
25%, mientras las formulaciones amortiguaaas de succinato gque
contienen metionina y citrato, tienen sclamente 9% de APM
{véase, Tabla 3).

De este modo, metionina y citrato disminuyen 1la
aglomeracién de REFACTO® formulade en amortiguadores de

histidina o succinato y almacenados bajo luz fluorescente,

US1DOCS 6104934v1
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Y

comparados con REFACTO® formulado sin metionina y citrato.

Tabla 2
Almacenaje [Amortiguador] [Metionina + Citrato] % de
APM
Control 20 mM de USP grado ninguno 0.0
(almacenado a Histidina :
-80°C)
Luz 20 mM de USP grado ninguno 21.2
Histidina
Control 20 mM de USP grado 10 mM de Metionina 0.0
(almacenado a Histidina + 10 mM de citrato
-80°C)
Luz 20 mM de USP grado 10 mM de Metionina 1.7
Histidina +10 mM de citrato
Control 20 mM de reactivo grado ninguno 1.1
(almacenado a succinato
-80°C)
Luz 20 mM de reactivo grado ninguno 24.7
succinato
Control 20 mM de reactivo grado 10 mM de Metionina 1.0
(almacenadoa | succinato +10 mM de citrato
-80°C) -
Luz 20 mM de reactivo grado 10 mM de Metionina 9.2
succinato + 10 mM de citrato

Ejemglo 8

Efecto de Metionina en Potencia de REFACTO®

Los efectos de metionina en la potencia de REFACTO®

que fueron ya sea mantenidos en la oscuridad o expuestos a

luz fluorescente, se examinaron sobre un periodo de 1 mes.

REFACTO® se formuld como un liquido a aproximadamente 250

IU/ml en 20 mM de histidina & 20 mM de amortiguador de

succinato.

US1DOCS 6104%34v1
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10 mM de metionina y 10 mM de citrato. Las muestras fueron
expuestas a condiciones de luz fluorescentes o de oscuridad
por 1 mes a temperatura ambiente.

REFACTO® sufre una gran pérdida de potencia en las
soluciones amortiguadas formuladas sin metionina y citrato
después de 1 mes de almacenaje a temperatura ambiente en va
sea, muestras expuestas a luz fluorescente (véase, Figura 6).
REFACTO® almacenado en 1la oscuridad en 1la presencia de
metionina, no sufre efectos perjudiciales en potencia, mientras
REFACTO® almacenado bajo luz fluorescente en la presencia de
metionina, sufre de alguna pérdida en potencia, pero‘todavia
retiene una potencia superior que las muestras almacenadas sin
metionina, lo cual resulta en una completa pérdida de

potencia.

Ejemplc 9

La Oxidacién Disminuye la Multimerizacién de rhIL-11

Este experimento se dirige a probar el efecto de
adicidén de metionina en la multimerizacién de IL-11.

Cuatrocientos viales fueron llenados a mano a 0.1
mg/ml con sustancia de firmaco IL-11 humano recombinante
(rhIL-11) (1.0 ml lleno en un vial de entubado de 5 ml) y
liofilizado usando un ciclo de 1liofilizacidn estandar por
rhIL-11. Doscientos viales que contienen rhIL-11 formulados

con 10 mM de NaPO,, 300 mM de glicina, pH 7.0, y los

US1DOCS 6104934v]
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restantes se formularon con 10 mM de NaPQ,, 300 mM de
glicina, 10 mM de metionina, pH 7.0. Se wusaron cuatro
diferentes tapoﬁes de 13 mm como cierres de contenedores.
Cada tipo de tapdn se usdé en 100 viales. Los tapones se
enjuagaron, hirvieron y después se sometieron a autoclave. La
mitad de los tapones entonces se secd por 16 horas a 100°C.
Los viales se colocaron en estabilidad acelerada a corto
término a 4°C, 40°C y 50°C por dos y cuatro semanas. Los
viales fuercon ensayados a T=0 y a 2 y 4 semanas por formacidén
de oxidacién y multimero de Met®®. Se wuséd FI-CLAR (baja
carga), para determinar el grado de oxidacidén de Met>® en
rhIL-11, mientras el CET-CLAR se uéé para monitorear la
generacidén de mulpimero rhIL-11. i

Se construyd un trazo inicial para probar cualquier
correlacidn directa entra la oxidacién y multimerizacién
(véase, Figura 7). Estos datos muestran que cuando los
niveles de oxidacién son altos, los niveles de multimeros son
bajos, y que cuando los niveles de oxidacidén son bajos, los

niveles de multimerocs son altos.

Estos datos indican que la oxidacidn Y
multimerizacidn de rhil-11, parece quel ocurre bajo
circunstancias opuestas. Cuando los parametros son
optimizados para minimizar la oxidacién de rhIL-11, se

incrementa la multimerizacidén.

US1DOCS 6104334v1
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REIVINDICACIONES
Habiéndose descrito la invencién como antecede, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes

reivindicaciones:

1. Un método para reducir la aglomeracién de una
proteina en una formulacién de proteina que comprende agregar
metionina a la formulacidn a ‘ una concentracidn de
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM, en donde
el método resulta en aglomeracidén reducida de 1la proteina en

la formulacidn comparada con la proteina en una formulacidn

que carece de metionina.

2. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
formulacién de proteina es una formulacidn ligquida, o© un

polvo secado por congelamiento.

3. El1 método de 1la reivindicacién 1, en donde la

proteina estd a una concentracién de entre aproximadamente
i

0.1 mg/ml y aproximadamente 300 mg/ml".

4. El método de 1la reivindicacién 1, en donde la

formulacidén de proteina comprende un tensoactivo.

5. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la

US1DOCS 6104934vl
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formulacién de proteina comprende un amincacido seleccionado
del grupo que consiste de arginina, lisina, &acido aspartico,

glicina y &cido glutémico.

6. El métode de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
formulacién de  proteina comprende un  modificador de

tonicidad.

7. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la

formulacién de proteina comprende azicar.

8. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
formulacién de proteina ademéds comprende un agente que reduce

la aglomeracién de la proteina de la formulacién.

9. El método de la reivindicacidn 1, en donde 1la
aglomeracién de proteina no es el resultado de la oxidacién

de meticnina.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la
aglomeracidén de la proteina de la fo?hulacién se valora antes

y/o después de agregar metionina a la formulacién.

11. El método de 1la reivindicacién 10, en donde 1la

aglomeracién se valora por CET-CLAR, AUC, dispersién de luz y

US1DOCS 6104934vl
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absorbancia UV.

12. El método de la reivindicacién 1, en donde la 1la
aglomeracién se valora por % de especies de APM, v el % de
especies de APM se reduce por aproximadamente 30%, comparado

con el % de especies de APM en una formulacidn que carece de

metionina.

13. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la
aglomeracién de la proteina de la formulacidn se valora entre
1 semana y 12 semanas después de la adicidén de metionina a la
formulacidén de proteina o entre 1 mes y 36 meses después de

la adicién de metionina a la formulacién de proteina.

14. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
aglomeraéién de la proteina de la formulacién se valora
después del almacenaje de la formulacién de proteina a una
temperatura entre{ 4°C y 50°C por éproximadamente 1 semana
hasta aproximadamente 12 semanas, después de elaborar la

formulacién de proteina con metionina.

15. El1 método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
aglomeracién de la proteina de la formulacién se wvalora

después del almacenaje de la formulacién de proteina a una

temperatura entre 4°C y 30°C por aproximadamente 1 mes hasta

USLDOCS 6104934vl
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aproximadamente 36 meses, después de elaborar la formulacidn

de proteina con metionina.

l6. El método de la reivindicacidén 1, en donde la 1la
aglomeracién de la proteina de la formulacién es un resultado
de resistencia al corte, almacenaje, almacenaje a temperatura
eleyada, exposicién a luz, pH, presencia de tensoactivos Y

combinaciones de los mismos.

17. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la
metionina se agrega a la formulacién a una concentracién

final de entre aproximadamente 1 mM y, 25 mM.

18. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la

formulacidén tiene un pH de entre aproximadamente 5.0 y 7.0.

19. El método de 1la reivindicacién 1, en donde 1la
formulacidn de proteina comprende un amortiguador
seleccionado del grupo que consiste de citrato, succinato,

histidina, Tris y combinaciones de los mismos.

20. El método de 1la reivindicacién 1, en donde el
método incrementa la vida de anaquel de la formulacién, o

mantiene la potencia de la formulacién.

1
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21. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la

formulacidén de proteina nc contiene residuos de metionina o

contiene menos de 5 residucos de metionina.

22. Un método para reducir la aglomeracién de una
proteina en una formulacién de proteina sometida a
resistencia al corte, que comprende agregar mefionina‘a la
formulacién a una concentracién de aproximadamente 0.5 mM
hasta aproxiﬁadamente 145 mM, en donde el método resulta en
aglomeracidén reducida de la proteina en 1la formulacién
comparada con la proteina en una formulacidn que carece de
metionina.

23. El métcocdo de la reivindicacién 22, en donde la
resistencia al corte es el resultado de sacudimiento,
extraccidn en una jeringa y procedimientos de purificacidn, Y

combinaciones de los mismos.

24. Un método para reducir una pérdida en potencia o
actividad bioldgica de una proteina en una formulacién de
proteina después' del almacenaje -de 1la formulacidén a
temperatura ambiente por més de un dia, que comprende agregar
metionina a la formulacién a una concentracién de
aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM, con ello

reduciendo la pérdida en potencia o actividad biolégica de la

US1DOCS 6104934v1
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proteina en la formulacidén comparada con la proteina en una

formulacién que carece de metionina.

25. El método de - la reivindicacién 24, en donde 1la

formulacidn de proteina se almacena bajo luz fluorescente.

26. El método de la reivindicacién 24, en donde 1la
formulacién de proteina se almacena en la oscuridad por

aproximadamente 1 mes.

27. Un método para reducir la aglomeracidn de una
proteina en una formulacién de proteina, que comprende:

(i) agregar metionina a la formulacidén a una
concentracidén de aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente
145 mM; y

(ii) determinar el % de niveles de APM de 1la
proteina de la formulacién por CET-CLAR;

en donde el método resulta en aglomeracidén reducida
de la proteina en la formulacidén comparada con la proteina en

una formulacidén que carece de metionina.

28. El métodoe de 1la reivindicacién 27, en donde el
método resulta en una formulacidén de proteina que tiene menos
de aproximadamente 5% de especies de APM como se determina

por CET-CLAR.

US1DOCS 6£104934v1
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29. Una formulacién de proteina que comprende uno de un
anticuerpo anti-B7.1, un anticuerpo anti-B7.2, un anticuerpo
anti-CD22, PSGL-Ig y Factor VIII o un fragmento del mismo
biolSgicamente activo y aproximadamente 0.5 mM hasta 50 mM

de metionina.

30. La formulacidén de la reivindicacién 29, que ademas
comprende 1-150 mM de un aminodcide seleccionado del grupo
que consiste de arginina, lisina, &acido aspartico y A&cido

glutamico.

US1POCS 6104934v1
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a métodos para
reducir la aglomeracidén de una proteina o proteinas en una
formulacién y formulaciones de . proteinas que tienen
propiedades de aglomeracidén reducidas. Los métodos vy
formulaciones descritas en este documento, mantienen la
actividad biolégica de una proteina e incrementan la vida de

anaguel de las formulaciones de proteina.

BOGDMS-128179.DOC

US1DOCS 6104234v1
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Secuencia de Aminoacido de Anticuerpo Anti-B7.1

Cadena Liviana

Péptido de seiial :

-22

‘h1F1:

1
31
10
151
201

MDFHVQIFSF MLISVIVILS SG

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCESVSSSIS SSNLHWYQQK PGKAPKPLIY
1
GTSNLASGVP SRFSGSGSGT DYTLTISSL( PEDVATYYCQ QWSSYPLTFG
QGTXVEIKRT VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAKVQWK
VDNALQSGNS QESVIEQDSX DSTYSLSSTL TLSKADYEKH KVYRCEVTHQ
GLSSEVTKSF NRGEC -
T—PCadena Pesada (EEQ.ID ND:1)

Cadena Pesada

Péptido de sefial :

-19

hiF1:

1
5
101
151

201

251
301
351
401

MKCSWVIFFL MAVVTGVNS

EVQLVOSGAE VKKPGASVKY SCKPSGFNIR DYYMHWVRQA PGQGLEWIGH
IDPENGNTLY DPKFQGKATI, TADTSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCAREG
LEFAYWGQGT LVIVSSASTK GPSVFPLAPC SRSTSESTAR LGCLVKDYFP
EPVIVSWNSG ALTSGVHTFE AVLQSSGLYS LSSVWIVPSS NEGTQTYTCN

Cadena LivianaQ—J
VDHKPSNTKV DKTVERKCCV ECPPCPAPP@ A@PSVFLF PP KPKDTLMISR

Cadena pesada
TP VSHEDPEVQF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ ENSTFRVVSV
LTVVHQDWLN GKEYKCKVSN KGLPAPIEKT ISKTKGQPRE PQVYTLPPSR
EEMTKNQVSL TELVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PMLDSDGSFF
LYSKLTVDKS RWOQGNVFSC SVMHEALRNH YTQKSLSLSP GK

FIG. 8 (SEQ ID NO:2)

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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Secuencia de Aminoacido de Anticuerpo Anti-B7.2

Cadena Liviana

Péptido de sefial :

-20 MDSQAQVLIL LLIWVSGTCG
h3D1:

1
51
101
151
201

DIVLIQSPDS LAVSLGERAT ISCKSSQSLL NSRTRENYLA WYQQKPGOPP
: 1
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT ISSLOAEDVA VYYCTQSYNL
YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VOWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEXHKVYAGE
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
" L Cadena pesada (SEQ ID No:3)

Cadena Pesada
Péptido de sefial :

-19

h3D1:

1
51
101
151

201

251
30
351

401

MGWNCIIFFL VTTATGVHS

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV S(@GYTFT DYAIQWVRQA PGQGLEWIGY
—
INIYYDNTNY NQKFKGKATM TVDKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARRAA
WYMDYWGQGT LVIVSSASTK GPSVFPLAPC SRSTSESTAA LG?ILVKDYFP
EPVIVSWNSG ALTSGVHTFP AVLQSSGLYS LSSVVIVPSS NFGTQTYTCN

Cadena Liviana

VDHEPSNTKV DKTVERKCCV ECPPCPAPF@ PMPSVE'LFPP KPKDTLMISR
Cadena pesada

TPEVICVVVD VSHEDPEVOF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ FNSTFRVVSY
LTVVHQDWLN GKEYKCKVSN KGLPAPIEXT ISKTXGQPRE PQVYTLEPSR
EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PMLDSDGSFF
LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SYMHEALENH YTQKSLSLSP GK

FIG. 9 {SEQ ID NOD:4)

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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Secuencia de Aminoicido de Anticuel':po Anti-CD22

Cadena Pesada de mAbG544 Anti-CD22 humanizada

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

MDFGFSLVFL ALILKGVQCE VQLVQSGAEV KKPGASVKVS CKASGYRFTN

YWIRWVROAP GQGLEWIGGI NPGNNYATYR RKFQGRVTMT ADTSTSTVYM
ELSSLRSEDT AVYYCTREGY GNYGAWFAYW GQGTLVIVSS ASTKGPSVFP
LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVIVS WNSGALTSGV HTFPAVIQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTRVDKRVES KYGPPCPPCP
APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYX CKVSHKGLPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN‘ YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVESCSVMHE

ALHNHYTQKS LSLSLGK (S8EQ ID NO:5)

Cadena Kappa de mAb G544 anti-CD22 hum‘anizadal

1

51

101

151

201

MKLPVRLLVL LLFWIPASRG DVQVTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLA

NSYGNTYLSW YLHKPGKAPQ LLIYGISNREF SGVPDRFSGS GSGTDFTLTI
SSLQPEDFAT YYCLQGTHQP YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL
KSGTASVVCL LNNFYPREAK VOWKVDNALD SGNSQESVTE QDSKDSTYSL

SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHOGLSSPV TKSFNRGEC
(S2Q ID XO:6)

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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IRA‘DUCCI(')N OFICIAL No. 446/08 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacién se sella con el sello del Traductor. Esta es una Traduccién
Oficial efectuada el dia 4 de agosto de 2008 por Ia Sra. Maria Teresa Lara, c.c.
41:568.055 de Bogota, Traductora Oficial segln Resolucién No. 01016 del 2 de
octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia. '

_..-...___..____..__.-_—_‘_____"'______-..__—____-____

Poder otorgado por WYETH para su representacion en relacién con asuntos de
propiedad industrial en Colombia. Certificacién notarial suscrita por Michelie L.
McG’o"w:a,r_l, “Notario P‘l:IinCO def estado de "Nueva Jersey, y legalizaciones
subsiguientes.

CEL PODER Y LA CERTIFICACION NOTARIAL NO SE TRADUCEN POR

ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN EL DOCUMENTO ORIGINAL.

---..._-.._..___-__.._____..___-__..._-__-._..__----..___-_____-....___-___-.-_-___-_..__--_-.__-_-_____

-~ ‘RESOLUCION Aty 9110

(Fdo.) Michelle L. McGowan

IARIA TERESA LARA B.
TRADUCTORA ORGRL

DE WINSUBTERA

[Sello] MICHELLE L, McGOWAN

’ Notario Publico, Estado de Nueva Jersey

. No. 2108903

v ' Habilitada en el Condado de Morris

o La comisidn expira el 9 de febrero de 2011 . ’

i

(Sello notarial

en relieve)
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
N 1. Pais: Estados Unidos de América
? 2. Este documento publico ha sido firmado por: Michelle L. McGoJaaHO0 OTARIA ONCE (£)
. _ CIRCUJO HAGO CoNgT
. ) e ey COINCIDE CON EL
- 3. ' actuando en calidad de; Notario Plblico de Nueva Jerse Q E HE TENIDO A LA vis
4. lleva el sello/timbre de: Michelle L., McGowan, Notado 19 SET 2008

ICA ZULMA BAUTISTA NayA ol
s RR
NOTARIA ONCE (11) g, O !




Iraduccién Oficial No. 446/08 - Pagina 2

CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. . eldfa 28 de julio de 2008

por R. David Rousseau, TESORERQ DE NUEVA JERSEY
8. No. A334737

9, Sello/ﬂmbre: 10. Firma

(Sello del Estado (Fdo.) R. David Rousseau
de Nueva Jersey) '

_._._.—._.__._.__.._____._—._______.___.____._.__-...-.._
__._____.—___..____.__.-—._.____.___..___._.._-.___

La anterior es traduccién fiel y completa del documento en referencia, de la cual
: se deja copia en este archivo para su confrontacién.

a4

Lreealonp.

Maria Teresa Lara R,

C.c. 41.568.055 de Bogot3
Traductora Oficial segun
Resolucion No. 01016 de|
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia

‘AARIA TERESA LARA R

TRADUCTORA OBCTRL
RESCOLUGION ey OF,
DR BINSUOTEION

V4
COMO NOTAR,
CIRCULO HA NSTAR QUE ESTA
FOTOCOPIA GOMCIDE CON EL

) ‘ o ORIGINAL QUE HE TENIDOALAVISTA

13 SET 2008

BOROTA,D.C. . cOLOMAN
ONICARULMA BAUTISTA NAVARRO
NOT, JAONCE(H)E. J

N
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== APOSTILLE 1 =S)
I =D

f ===} =
AEG:E (CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961) =3
F% :@ '
b:@ 1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA E% .
S| 2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED By, =]
e ==
==} MICHELLE L MC GOWAN @*—1 :
;@ 3. ACTING IN THE CAPACITY OF: @

'lt@E, | NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY =)
== D)
P==J| 4. BEARS THE SEAL/STAMP OF: @
t:% j MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY ==
1 {
tC:—_% CERTIFIED ' @4
= =
@ 5. AT TRENTON, NEW JERSEY =
t:'“_‘—"._:n’ ’ . =—-‘1
FE‘ 6. THE 28TH DAY OF JULY 2008 (:-:(321
:b:——u 7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER __Eg_j

= e—

, E@E 8. NO. A334737 @%
@ 9....  SEAL/STAMP: . 10. SIGNATURE %
J@ ; =
t::. . t;j"
l@ E—j
l@ E@i
@ @1
— ==

30GOJ. 0.C. - COLOMBIA ‘j
NICA 2 MA BAUTISTA NAYARRO| o
g ARJAONCE (1) E. E:"E




BARER & MCKENZIE _ ' Colombia

Baker & McKenzle Colombia 5.A.
Av. 82 No. 10 - 82 6th Floor
Bogota, Colombla

NIT: 860.068.840-3

. o ) Tel: +57 1634 1500
. Fax: +57 1 376 2211
. L. www bakermnast.com

D

" POWER OF ATTORNEY L PODER DE ABOGADO

Fe WTV EE
" The unders:gned S - ’ La abajo firmada,
< ' WYETH . ‘ WYETH
o ;\E\Citl}}qﬂjcqs at - ' con oficinas en o
- ”‘ o Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
o United States of America Estados Unidos de América
g declares that it hereby grants to declara por el presente que otorga a
et
""" . ALVARO CORREA-ORDORNEZ and/or ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o
o OLGA GEORGETTE OTERO and/or OLGA GEORGETTE OTERO y/o
RICARDO METKE and/or RICARDO METKE vy/o
4 JUAN PABLO CONCHA JUAN PABLO CONCHA
., all members of the law firm Baker & McKenzie Colombia S.A.,  todos miembros de la firma de abogados Baker & McKenzie

with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogota D. C., Colombia S.A., con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62 Piso 6
Colombla and for.so long as they remain members of the ]aw en Bogota D. C., Colombig, y hasta tanto ellos contintien siendo
ﬂ firm, a ﬁ:ll and sufficient Power of Attorney to obtain the  miembros de laﬁrma poder amplio y suficiente para obtener la
' protecuon of my (our) industrial- property for which purpose 1 proteccion de mi {nuestra) propiedad industrial a, cuyo efecto
- (we) ;authorize the said attormeys to represent me (us) before ' autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me (nos)
",. admlmstranve and judicial authorities or persons, in all matters  representen ante autoridades o personas del orden
L-" concerning the following: a) obtainment of patents, including  administrativo y judicial, en todo lo concerniente a los
b * filing of assignments, change of name or address, and at my (our)  siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes, gncluyendo
.,*i- specific direction, voluntary cancellation, defending and filing of  presentacidn de trespasos, cambio de nombre o direcdion. ¥'bajo
", oppositions, cancellations, annulment and criminal actions, and in ~ mi (nuestra) expresa(s) instruccidn(es), cancelacién voluntaria;
i general the civil, criminal, and administrative processes relating to  defensa y presentacién de oposiciones, cancelaciones, nulidades,
hose rights, y en general procesos civiles, penales, admlmstranvos
relacionados con estos derechos.

R

-Jhcrcbyratxfy all lawful actions previously taken on behalf of this ~ Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
company by the afotementioned ’ anomcys with respect to the . momento €n nombre de esta compaiiia por cualquiera de los

e menuoned matters. = mencmnﬂdos apodcerados en los. casos mencionados.
- 2 Donc and'subscnbed in - Dadoy firmado en
A los 25 dias del mes de julio de2008 -
.: Gale F. Nﬁﬂ/hew \ \\/ Gale F. Matthews
Assmtant Secretar Subsecretario -

LR :-.—j B Signature of the person issuing the Power Firma dels

INAL QIfE HE TENIDO ALAVISTA
SET 2008

30TA, 0.C. - COLOMEIA
RICA Z5LMABAUTIST: NAVARRD
NCTARIA ONCE (111 5,

DE B5 ll:

QUEESTA i
!
°!
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S NOTARIAL CERTIFICATION

(?n this &S ﬁ day of July
‘ ;2(-)6‘8_;;‘-",:'thc,uhderéigned Notary

. CERTIFIES

+1. That Gale F. Matthews

o

. set his hand on the foregoing document,

B y Tor
- +

2... That the grantor is to me personally known and that he/she has
" . legal capacity to execute the instrument.

S SR v D . .
3. That the grantor has cxecuted the foregoing document as

e,
- PP

Assistant Secretary

of the judicial person  WYETH
4 ‘Thét ;hc_p:udici.a] person WYETH
" having its home office in
B Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

13 i t

A )

* 115 duly organized, has present legal existence and that the
" purposes for which the power of attorney is granted are within
" the scope of its corperate purposes.

5 That the grantor has in fact the referred to authority and that
3, -his/her representation is legal.

6.  That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the
" following authentic documents for such purpose exhibited to me
.and which 1 mention specifically, giving their dates and their
origin or source: ‘
.Minutes of the Board of Directors Meeting held on May 24,
. 2008.

o Ndalde LN gauin_

o Notary Public, of New Jersey
: ' - No. 2108903
Qualified in Morris County
Commission Expires Feb. 9, 2011

' ' ' W P s

CERTIFICACION NOTARIAL

Alos 25 dias delmesde julio
AP - v
de 200 . , el suscrito Notario

DA FE
1 Que Gale F. Matthews

suscribi6 de su pufio y letra el documento que antecede, -

[8)

Que conozco al otorgante y que éste tiene cepacidad legal
para el otorgamiento. :

3 Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su

cardcter de . .. ot
Subsecretario

de la persona juridica 'WYETH
4 Que la persona juridica
con sede en .
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,

Estados Unidos de América

WYETH

estd legalmente constituida, que tiene existencia legal-
actual y que el acto para el cual se otorga el poder’éstd”
comprendido entre los que constituyen su objeto social,

5 Que el otorgante tiene efectivamente la representacién que-z
ostenta y que ésta es legitima,

6. Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en lo
siguientes  documentos auténticos que al efecto se m
exhibieron y que menciono especificamente con expresid
de sus fechas y de su origen o procedencia: .

Actas de Ta reunifn de la Junta Directiva

celebrada el 24 de mayo de 2008. ‘

E! Notario Piblico

I ORCE (5) DE ESIE
#010 CONSTAR QUE ESTA

NQTASIAONCE (11 E.

B




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION \’b"’
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int I AG1K 38/20, A61K 38/37, A61K 39/395, A61K
' 47118, CO7K 16/28
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s} ~WYETH
(30) Prioridad ~ (31) No. 32) Fecha {33) Pais
60/784,130 20/03/06 us
(72) Inventor(es)  WARNE, Nicholas, William
KANTOR, Angela
Y OTROS )
(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacicnal:  20/10/08 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 27/06/07
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 19/03/07 N° publicacién: W0/2007109221
No. de solicitud ~ PCT/US2007/006787

(54) Titwlo: ~ METODOS PARA REDUCIR LA AGLOMERACION DE PROTEINA

Reivindicaciones:

S Un métode para reducir la aglomeracion de una proteina en una formulacién de protelna que comprende agregar metionina a
la formulacién a una concentracién de aproximadamente 0.5 mM hasta aproximadamente 145 mM, en donde el métode resulta en
aglomeracién reducida de la proteina en la formulacién comparada con ta proteina en una formulacion que carece de metionina.
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! ' SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 2,
Industna y Comercio TARJETA ARCHiVC PROPIETARIOS \79
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENOC INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud:

(51) Clasificacion Internacional :  A61K 38/20, AG1K 38/37, A61K 30/395, ABIK 47/18, CO7K 16/28

(71)Solicitante(s)
‘ WYETH

(72) Inventor(es)' WARNE, Nicholas, William; KANTOR, Angela; CROWLEY, Thomas, Joseph; SOLEY, Erin, Christing; LI, Li; LUKSHA, Nicholas y
NEIDHARDT, Edie, Anna

(74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad {(31) No. Prioridad 32) Fecha (33} Pals
60/784,130 20/03/06 us
(85) Fecha inicio-fase nacional: 20/10/08 (87) Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 27/09/07
Fecha de prg’asenlacién de |a solicitud: 19/03/07 N° publicacion:  WO/2007/109221
No, de solicitud  PCT/US2007/006787
{54) Titulo:

METODOS PARA REDUCIR LA AGLOMERACION DE PROTEINA




.@ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

1 . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES \’b'—\
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL _
i21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: .
(51) Clasificacion.Internacional : AG1K 38/20, A61K 38/37, AB1K 39/395, AG1K 47/18, COTK 16/28 0 HDEW de PSOLIg despods e tanaidn de cote
(71)Solicitante(s) '
; WYETH - i
(72} Inventor{es}| WARNE, Nicholas, William; KANTOR, Angela; CROWLEY, Thomas, Joseph; SOLEY, Erin, .: “j,,
Christing; L), Li; LUKSHA, Nichotas y NEIDHARDT, Edie, Anna . |
(74) Apoderado. ALVARO CORREA ORDONEZ ’ § 3 —
(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pals * 1 12
60/784,130 20/03/06 us - “‘ ]
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 20/10/08 (87} Publicacién internacionat: ,: le |u "}'
(86) Datos relativos ala presentacion de la solic. PCT Fecha: 27/09/07 ol dode,
Fecha de presentacidn de Ia solicitud: 18/03/07 No. Publicacion : WQ/2007/109221
No. de solicitud PCTIUS2007/006787 )

(54) Titulo: MI%TODOS PARA REDUCIR LLA AGLOMERACION DE PROTEINA

(57) Resumen: .La presente invencion se refiere a métodos para reducir la aglomeracion de una protelna o proteinas en una formulacion y
formulaciones de protelnas que tienen propiedades de aglomeracién reducidas. Los metodos y formulaciones descritas en este documento,
mantienen la actividad biolégica de una proteina e incrementan la vida de anaquel de las formulaciones de proteina.




