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Title: ANTIBODY FORMULATIONS 

Abstract: This invention relates to a shear and temperature stable antibody formulations that are more stable than compared to a 
lard formulation (such as 30 m citrate, 100mM NaCl, pH 6.5). The present invention’s shear and temperature stable antibody 
ulations show reduced precipitation when subjected to stress conditions but the standard formulation had aggregated. This 
I was unpredictable because thermodynamically the two formulations are similar as seen by their DSC (differential scanning 
imeter) profiles. 
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chains, which have relatively short intracytoplasmic regions of 3, 3, 28, 15, and 16 amino acids, 

respectively (Komaroniy et al. (1983) NAR 11:6775-6785). Of the last 61 carboxyl-terminal 

amino acids, 21 are acidic residues, whereas only 2 arc basic, indicating that this region has a 

strong net negative charge. The GenBank Accession No. is NP.sub.--690605. 

It is thought that CD20 might be involved in regulating an early step(s) in the activation 

and differentiation process of B cells (Tedder et al. (1986) EurJ. Immune!. 16:881-887) and 

could function as a calcium ion channel (Tedder et at. (1990) J. Cell. Biochem. 141): 195). 

Despite uncertainty about the actual function of CD20 in promoting proliferation and/or 

differentiation of B cells, it provides an important target for antibody mediated therapy to control 

or kill B cells involved in cancers and autoimmune disorders. In particular, the expression of 

CD20 on tumor cells, e.g., NHL, makes it an important target for antibody mediated therapy to 

specifically target therapeutic agents against CD20-positive neoplastic cells. 

HuMax-CD20 (ofatumumab), described as 2172 antibody in W020041035607, is a fully 

human IgGI ,K high-affinity  antibody targeted at the CD20 molecule in the cell membrane of B-

cells. HuMax-CD20Tm is in clinical development for the treatment of non-Hodgkin’s lymphoma 

(NHL), chronic lymphocytic leukemia (CLL), and rheumatoid arthritis (RA). See also Teeling et 

al., Blood, 104, pp 1793 (2004); and Teeling et al., I. immunology, 177, pp 362-371 (2007). 

There is a need for formulating a shear and temperature stable pharmaceutical 

formulation comprising an antibody which is suitable for therapeutic use. In one embodiment 

the antibody can be a monoclonal antibody. In another embodiment the antibody can be an anti-

CD20 antibody, including but not limited to ofatumumab, rituximab, tositumomab, ocrelizumab 

(2H7.v16), 11 B8  or 7D8 (disclosed in W02004/035607), an anti-CD20 antibody disclosed in 

WO 2005/103081 such as C6, an anti-CD antibody disclosed in W02003/68821 such as IMMU-

106 (from Imniunomedics), an anti-CD20 antibody disclosed in W02004/103404 03404 such as AME-

133 (from Applied Molecular Evolution/Lilly), and anti-CD20 antibody disclosed in US 

2003/0118592 such as TRU-015 (from Trubion Pharmaceuticals Inc). 

SUMMARY OF THE INVENTION 

The present invention relates to a shear and temperature stable aqueous antibody 

formulation. 
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This invention is not to be limited in scope by the specific embodiments described herein. 

Indeed, various modifications of the invention in addition to those described herein will become 

apparent to those skilled in the art from the foregoing description Such modifications are 

intended to fall within the scope of the appended claims. 

Although one embodiment is adapted to a full length monoclonal anti-CD20 antibody 

formulation, it may also be used for the formulation of other classes of antibodies, for example, 

polyclonal antibodies, or fragments of monoclonal or polyclonal antibodies. 

I In one embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

comprising a therapeutically effective amount of an anti-CD20 antibody, wherein the 

formulation further comprises 10 to 100 mM sodium acetate, 25 to 100 mM sodium chloride, 05 

to 5% arginine free base, 0.02 to 0.2 mM EDTA, 0.01 to 0.2% polysorbate 80 and adjusted to 

pH 5.0 to 7.0. 

In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

comprising an anti-CD20 antibody in the concentration range of 20-300 mg/mL, wherein the 

formulation further comprises 50 mM sodium acetate, 51 mM sodium chloride, 1% arginine free 

base, 0.05 mM EDTA, 0.02% polysorbate 80, and adjusted to pH 5.5. In another embodiment, 

the antibody is an anti-CD20 antibody fragment, such as a monoclonal antibody fragment. The 

preferred anti-CD20 antibody is ofatumumab. 

In one embodiment, the invention relates to an ofatumumab formulation comprising a 

therapeutically effective amount of ofatumumab, wherein the formulation further comprises 10 

to 100 mM sodium acetate, 25 to 100 mM sodium chloride, 0.5 to 5% arginine free base, 0.02 to 

0.2 mM EDTA, 0.01 to 0.2 % polysorbate 80 and adjusted to pH 5.0 to 7.0. 

In one embodiment, the invention relates to an ofatuniumab formulation comprising an 

ofatumumab in the concentration range of 20-300 mg/niL, wherein the formulation further 

comprises 50 mM sodium acetate, 51 mM sodium chloride, 1% arginine free base, 0.05 mM 

EDTA, 0.02% polysorbate 80, and adjusted to pH 5.. 

In yet another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein the formulation is stable for at least 2 years In another embodiment, the invention 

relates to an anti-CD20 antibody formulation wherein the formulation is stable at temperatures 

up to at least 55°C. In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody 

formulation wherein the formulation is stable at a temperature of about 5°C for at least 2 years. 
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In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation wherein the 

formulation is stable at a temperature of about 25°C for at least 3 months. In another 

embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation wherein the formulation 

is stable at a temperature of about 40°C for at least 1 month. In another embodiment, the 

invention relates to an anti-CD20 antibody formulation wherein the formulation is stable at a 

temperature of about 55°C for at least 1 day. In another embodiment, the invention relates to an 

auti-CD20 antibody formulation wherein the formulation is stable at a temperature range of 

approximately, 5 to 25°C, 5 to 35°C, 5 to 45°C, 10 to. 25°C, 10 to 35°C, 10 to 45°C, 10 to 55°C, 

20 to 35°C, 20 to 45°C, or 20 to 55°C for at least 1 day with shaking.. 

In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein the antibody is present in an amount of about 20-300 mg/mL, 50-300 mg/mL, 100-300 

mg/mL, 150-300 mg/mL, 200-300 mg/mL, or 250-300 mg/mL. 

In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein sodium acetate is present in an amount of about 50mM, 40mM, 45mM, 55mlVI, or 

60mM. In other embodiments, the sodium acetate may be present in an amount of 10 to 100 

mM, 20 to 100 mM, 30 to 100 mM, 40 to 100 mM, 50 to 100 mM, 60 to 100 mM, 70 to 100 

mM, 25 to 80 mM, or 30 to 70 mM. 

In yet another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein acetic acid is present (about 100 mM acetic acid) to adjust the formulation to about pH 

5.5. In other embodiments, the pH may be adjusted to pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 or 7.0. In yet other 

embodiments of the invention, NaOH or HCl is used to adjust the pH to 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 or 7.0. 

In yet another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein sodium chloride is present in an amount of about SimM, 45mM, 46mM, 47mM, 48mM, 

49mM, 50mM, 52mM, 53mM, 54mM, 55mM, In other embodiments, the sodium chloride may 

be present in an amount of 25 to 100 mM, 35 to 90 mM, 45 to 80 mM, 25 to 70 mM, or 45 to 70 

mM. 

In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein arginine free base is present in an amount of about 1%, 0.7%, 1.3%, or 2.0%. In other 

embodiments, the arginine free base may be between 0.5 and 5.0%, 0.5 to 2.0%, 0.5 to 2.5%, 0.5 

to 3.0%, 0.5 to 3.5%, 0.5 to 4.0%, or 0.5 to 4.5%. 

4 
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In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein EDTA is present in an amount of about 0.05 mM, 0.03 mM, 0.04 mM, or 0.06 mM. In 

other embodiments, the EDTA may be present in an amount of 0.02 mM - 0.2 mM, 0.02 mM - 

0.1 mM, 0.02 mM -0.15 mM, 0.04 mM -0.1 mM, 0.03 mM -0.15 mM, or 0.03 mM -0.2 mM. 

In another embodiment, the invention relates to an anti-CD20 antibody formulation 

wherein polysorbate 80 is present in an amount of about 0.02%, 0.015%, or 0.025%. In other 

embodiments, the polysorbate 80 may be present in an amount of 0.01 - 0.2%, 0.01 - 0.15%, 0.02 

- 0.2%,0.02 - 0.15%,0.01 - 0.25%, or 0.01 - 0.05%. 

In another embodiment, the invention relates to a method of treating a disease involving 

cells expressing CD20 by administering to a mammal an anti-CD20 antibody formulation of the 

present invention comprising a therapeutically effective amount of an anti-CD20 antibody, 

wherein the formulation further comprises 10 to 100 mlvi sodium acetate, 25 to 100 mM sodium 

chloride, 0.5 to 5% arginine free base, 0.02 to 0.2 mM EDTA, 0.01 to 0.2 % polysorbate 80 and 

adjusted to pH 5.0 to 7.0. Exemplary "diseases involving cells expressing CD20" that can be 

treated (e.g., ameliorated) or prevented include, but are not limited to, tumorigenic diseases and 

immune diseases, e.g., autoimniune diseases. Examples of tumorigenic diseases which can be 

treated and/or prevented include B cell lymphoma, e.g., NHL, including precursor B cell 

lymphoblastic leukemia/lymphoma and mature B cell neoplasms, such as B cell chronic 

lymhoeytic leukemia (CLL)/small lymphocytic lymphoma (SLL), B cell prolymphocytic 

leukemia, lymphoplasmacytic lymphoma, mantle cell lymphoma (MCL), follicular lymphoma 

(FL), including low-grade, intermediate-grade and high-grade FL, cutaneous follicle center 

lymphoma, marginal zone B cell lymphoma (MALT type, nodal and splenic type), hairy cell 

leukemia, diffuse large B cell lymphoma, Burkitt’s lymphoma, plasmacytoma, plasma cell 

myeloma, post-transplant lymphoproliferative disorder, Waldenstrom’s macroglobulinemia, and 

anaplastic large-cell lymphoma (ALCL). Examples of immune disorders in which CD20 

expressing 13 cells are involved which can be treated and/or prevented include psoriasis, psoriatic 

arthritis, dermatitis, systemic scieroderma and sclerosis, inflammatory bowel disease (IBD), 

Crohn’s disease, ulcerative colitis, respiratory distress syndrome, meningitis, encephalitis, 

uveitis, glomerulonepbritis, eczema, asthma, atherosclerosis, leukocyte adhesion deficiency, 

multiple sclerosis, Raynaud’s syndrome, Sjogren’s syndrome, juvenile onset diabetes, Reiter’s 

disease, Behcet’s disease, immune complex nephritis, IgA nepbropathy, 1gM polyneuropathies, 

5 
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immune-mediated thrombocytopenias, such as acute idiopathic thrombocytopenic purpura and 

chronic idiopathic thrombocytopenic purpura, hemolytic anemia, myasthenia gravis, lupus 

nephritis, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis (RA), atopic dermatitis, pemphigus, 

Graves’ disease, Hashimoto’s thyroiditis, Wegener’s granulomatosis, Omenn’s syndrome, chronic 

renal failure, acute infectious mononucleosis, }11V, and herpes virus associated diseases. Further 

examples are severe acute respiratory distress syndrome and choreoretinitis. Yet further 

examples are diseases and disorders caused by infection of B-cells with virus, such as Epstein-

Barr virus (EBV). Yet a further example is COPE). 

In yet another embodiment, the invention  relates to a method of treating a disease 

involving cells expressing CD20 by administering to a mammal an .anti-CD20 antibody 

formulation of the present invention comprising a therapeutically effective amount of an anti-

CD20 antibody, wherein the formulation further comprises 10 to 100 mM sodium acetate, 25 to 

100 mM sodium chloride, 0.5 to 5% arginine free base, 0.02 to 0.2 mM EDTA,, 0.01 to 0.2 % 

polysorbate 80 and adjusted to pH 5.0 to 7.0 and wherein the stable antibody formulation is 

administered orally, parenterally, intranasally, vaginally, rectally, lingually, sublingually, 

bucally, transdermally, intravenously, or subcutaneously to a mammal. 

In yet another embodiment, the invention relates to a method of treating a disease 

involving cells expressing CO20 by administering to a mammal an anti-CD20 antibody 

formulation of the present invention comprising an anti-CD20 antibody in the concentration 

range of 20-300 mg/mL, wherein the formulation further comprises 50 mM sodium acetate, 51 

mM sodium chloride, 1% arginine free base, 0.05 mM EDTA, 0.02% polysorbate 80, and 

adjusted to pH 5.5. The preferred anti-CD20 antibody is ofatumumab. 

It is to be understood that both the foregoing summary description and the following 

detailed description are exemplary and explanatory, and are intended to provide further 

explanation of the invention as claimed. 

The accompanying drawings are included to provide a further understanding of the 

invention, and are incorporated in, and constitute a part of this specification, illustrate several 

embodiments of the invention, and together with the description serve to explain the principles of 

the invention, 
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employed. For example, the concentration of the excipient is also relevant for 

for injection. 

A "stable" formulation is one in which the protein therein essentially retains its physical 

and/or chemical stability and/or biological activity upon storage. Various analytical techniques 

for measuring protein stability are available in the art and are reviewed in Peptide and Protein 

Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs (199!) 

and Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993), for example. Stability can be measured 

at a selected temperature for a selected time period. Preferably, the formulation is stable at 

ambient temperature or at 40°C for at least 1 month and/or stable at 2-8°C for at least 1 to 2 

years. Furthermore, it is desirable that the formulation be stable following freezing (e.g. to - 

70°C) and thawing of the product. 

A protein "retains its physical stability" in a biopharmaceutical formulation if it shows 

little to no change in aggregation, precipitation and/or denaturation as observed by visual 

examination of color and/or clarity, or as measured by UV light scattering (measures visible 

aggregates) or size exclusion chromatography (SEC). SEC measures soluble aggregates that are 

not necessarily a precursor for visible aggregates. 

A protein "retains its chemical stability" in abiopharmaceutical formulation, if the 

chemical stability at a given time is such that the protein is considered to retain its biological 

activity as defined below. Chemically degraded species may be biologically active and 

chemically unstable. Chemical stability can be assessed by detecting and quantifying chemically 

altered forms of the protein. Chemical alteration may involve size modification (e.g. clipping) 

which can be evaluated using SEC, SDS-PAGE and/or matrix-assisted laser desorption 

ionization/time-of-flight mass spectrometry (MALDIE/TOF MS), for example. Other types of 

chemical alteration include charge alteration (e.g. occurring as a result of deamidation) which 

can be evaluated by ion-exchange chromatography, for example. 

An antibody "retains its biological activity" in a pharmaceutical formulation, if the 

change in the biological activity of the antibody at a given time is within about 10% (within the 

errors of the assay) of the biological activity exhibited at the time the pharmaceutical formulation 

was prepared as determined in an antigen binding assay, for example. Other "biological activity" 

assays for antibodies are elaborated herein below. 
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The term "isotonic" means that the formulation of interest has essentially the same 

pressure as human blood. In one embodiment, the isotonic formulations of the invention 

generally have an osmotic pressure in the range of 250 to 350 mOsrn. In other 

isotonic formulations of the invention will have an osmotic pressure from about 

) to 450 niOsm. in yet another embodiment, isotonic formulations of the invention will have 

osmotic pressure above 450 mOsm. Isotonicity can be measured using a vapor pressure or 

type osmometer for example. 

As used herein, "buffer" refers to a buffered solution that resists changes in pH by the 

on of its acid-base conjugate components. In one embodiment, the buffer of this invention 

a pH in the range from about 4.5 to about 6.0; in another embodiment, from about 4.8 to 

ut 5.8; and in a further embodiment, a pH of about 5.5. Examples of buffers that will control 

pH in this range include acetate (e.g. sodium acetate), succinate (such as sodium succinate), 

onate, histidine, citrate and other organic acid buffers. Where a freeze-thaw stable formation 

is desired, the buffer is preferably not phosphate. 

In a pharmacological sense, in the context of the present invention, a "therapeutically 

effective amount" of an antibody refers to an amount effective in the prevention or treatment of a 

disorder for the treatment of which the antibody is effective. A "disorder" is any condition that 

would benefit from treatment with the antibody. This includes chrome and acute disorders or 

diseases including those pathological conditions which predispose the mammal to the disorder in 

question. In a preferred embodiment "disorder" is a disease involving cells expressing CD20. 

A "preservative" is a compound which can be included in the formulation to essentially 

reduce bacterial action therein, thus facilitating the production of a multi-use formulation, for 

example. Examples of potential preservatives include oetadecyldimetbylbenzyl ammonium 

choride, hexamethonium chloride, beuzalkonium chloride (a mixture of 

alkylbenzyldimethylammonium chlorides in which the alkyl groups are long-chain compounds), 

and benzelthonium chloride. Other types of preservatives include aromatic alcohols such as 

phenol, butyl and benzyl alcohol, alkyl parabens such as methyl or propyl paraben, catechol, 

resorcinol, cyclohexanol, 3-pentanol, and m-cresol. The most preferred preservation herein is 

benzyl alcohol. 

The term "antibody" is used in the broadest sense and specifically covers monoclonal 

antibodies (including full length monoclonal antibodies), polyclonal antibodies, multispecific 
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antibodies (e.g. bispeciflc antibodies), and antibody fragments so long as they exhibit the desired 

biological activity. 

"Antibody fragments" comprise a portion of a full length antibody, generally the antigen 

binding or variable region thereof. Examples of antibody fragments include Fab, Fab’, F(ab’) 2, 

and Fv fragments; diabodies; linear antibodies; single-chain antibody molecules; and 

multispecific antibodies formed from antibody fragments. 

The term "monoclonal antibody" as used herein refers to an antibody obtained from a 

population of substantially homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodies comprising 

the population are identical except for possible naturally occurring mutations that may be present 

in minor amounts. Monoclonal antibodies are highly specific, being directed against a single 

antigenic site. Furthermore, in contrast to conventional (polyclonal) antibody preparations which 

typically include different antibodies directed against different determinants (epitopes), each 

monoclonal antibody is directed against a single determination on the antigen. The modifier 

"monoclonal" indicates the character of the antibody as being obtained from a substantially 

homogeneous population of antibodies, and is not to be construed as requiring production of the 

antibody by any particular method. For example, the monoclonal antibodies to be used in 

accordance with the present invention may be made by the hybridoma method first described by 

Kohler et al., Nature 256:495 (1975), or may be made by recombinant DNA methods (see, e.g., 

U.S. Pat. No. 4,816,567). The "monoclonal antibodies" may also be isolated from phage 

antibody libraries using the technique described in Clackson et al., Nature 352:624-626 (1991) 

and Marks et al., J. Mo!. Biol. 222:581-597 (1991), for example. 

"Humanized" forms of non-human (e.g., murine) antibodies are chimeric antibodies 

which contain minimal sequence derived from non-human immunoglobulin. For the most part, 

humanized antibodies are human immunoglobulins (recipient antibody) in which residues from a 

bypervariable region of the recipient are replaced by residues from a hypervariable region of a 

non-human species (donor antibody) such as mouse, rat, rabbit or nonhuman primate having the 

desired specificity, affinity, and capacity. In some instances, FR residues of the human 

iminunoglobulin are replaced by corresponding non-human residues. Furthermore, humanized 

antibodies may comprise residues which are not found in the recipient antibody or in the donor 

antibody. These modifications are made to further refine antibody performance. In general, the 

humanized antibody will comprise substantially all of at least one, and typically two, variable 
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domains, in which all or substantially all of the hypeEvariable regions correspond to those of a 

non-human immunoglobulin and all or substantially all of the FR regions are those of a human 

immunoglobulin sequence. The humanized antibody optionally also will comprise at least a 

portion of an immunoglobulin constant region (Fe), typically that of a human immunoglobulin. 

For further details, see Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 

332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). 

"Single-chain Fv" or "sF’s" antibody fragments comprise the YR and VL domain of 

antibody, wherein these domains are present in a single polypeptide chain. Generally, the Fv 

polypeptide further comprises a polypeptide linker between the V11 and VL domains which 

enables the SFv to form the desired structure for antigen binding. For a view of sFv see 

Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,. vol. 113, Rosenburg and Moore eds. 

Springer-Verlag, N.Y., pp. 269-315 (1994). 

The term "diabodies" refers to small antibody fragments with two antigen-binding sites, 

which fragments comprise a heavy chain variable domain (V11) connected to a light chain 

variable domain (VL) in the same polypeptide chain (Vu and VL). By using a linker that is too 

short to allow pairing between the two domains on the same chain, the domains are forced to pair 

with the complementary domains of another chain and create two antigen-binding sites. 

Diabodies are described more fully in, for example, EP 404,097; WO 93/11161; and Hollinger et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993). 

The expression "linear antibodies" when used throughout the application refers to the 

antibodies described in Zapata et al. Protein Eng. 8(lO):l057.1062 (1995). Briefly, these 

antibodies comprise a pair of tandem Fd segments (VH --C11 --V Hi --C1) which form a pair of 

antigen binding regions. Linear antibodies can be bispecific or monospecific. 

The antibody which is formulated is preferably essentially pure and desirably essentially 

homogenous (i.e. free from contaminating proteins etc). "Essentially pure" antibody means a 

composition comprising at least about 90% by weight of the antibody, based on total weight of 

the composition, preferably at least about 95% by weight. "Essentially homogeneous" antibody 

means a composition comprising at least about 99% by weight of the antibody, based on total 

weight of the composition. 
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"Treatment" refers to both therapeutic treatment and prophylactic or preventative 

measures. Those in need of treatment include those already with the disorder as well as those in 

which the disorder is to be prevented. 

"Mammal" for purposes of treatment refers to any animal classified as a mammal, 

including but not limited to humans, domestic and farm animals, and zoo, sports, or pet animals, 

such as dogs, horses, cats, and cows. 

"Stress condition" refers to an environment which is chemically and physically 

unfavorable for a protein and may render unacceptable protein stability (e.g. thermal, shear, 

chemical stress). 

Size Exclusion Chromatography is a chromatographic method in which particles are 

separated based on their size or hydrodynamic volume. 

Dynamic Light Scattering is a method which measures the time dependence of protein 

scattered light. Traditionally, this time dependence is processed to yield the hydrodynamic 

radius of a molecule. 

"DSC" refers to differential scanning calorimeter: DSC acquisition parameters: can be 

but not limited to, 1 mg/ml protein, scan for 5 to 80°C with a scan rate of 70°C per hour and 15 

minute prewait. A buffer-buffer scan can be acquired first and subtracted from the raw data. The 

data can be corrected for the buffer and normalized for the protein concentration then plotted. 

Aggregation can prevent baseline correction. 

The following examples are further illustrative of the present invention. The examples are 

not intended to limit the scope of the present invention, and provide further understanding of the 

invention. 

EXAMPLES 

The invention is further illustrated by way of the following examples which are intended 

to elucidate the invention. These examples are not intended, nor are they to be construed, as 

limiting the scope of the invention. Numerous modifications and variations of the present 

invention are possible in view of the teachings herein and, therefore, are within the scope of the 

invention. The examples below are carried out using standard techniques, and such standard 
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using a low protein binding 0.2 j.un membrane filter. After the filtration, each formulation was 

filled at 3 niL into 5 cc vials, stoppered and crimped using sterile technique under the clean 

hood. Two vials of each formulation were placed on a, shaker with temperature control. The vials 

were shaken at 325 RPM at a temperature of 55°C. During the shaking with beat, the general 

appearance was observed, as described in Example 3.2, periodically over a 42 hour time period. 

Figures 1 and 2 show the standard and platform formulations, respectively, after 18.5 hours of 

shaking with beat. The overall appearance results of the shake study indicated that the standard 

formulation will generate particles over time when subjected to shaking at 55 degree C 

temperatures more rapidly than the platform formulation. 

Example 3,2: GA, 18.5 brs Shake study-General Appearance ofatumumab, 20 and 100 

mg/niL 

General appearance (GA) of an anti-CD20 mab shake study samples is presented in the 

table below. GA was completed using a general method which can be used for an IgG antibody 

solution which describes color, clarity and visible particulate matter. 

Shake Time Point Appearance 

Initial 
Standard Clear, Colorless, 1-2 Particles present 

Platform Clear, Colorless, Particle Free 

18.5 hours 
Standard Clear, Colorless, Several large Particles Present 
Platform clear, Colorless, Particle Free 

42 hours 
Standard Hazy, Colorless, Several Large particles present 

Platform Sghtly hazy, colorless, particle free 

Example 4: To determine the thermal stability of ofatumumab solution in the standard and 

platform buffer by Differential Scanning Calorimetry (DSC). 

14 
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In order to properly complete the testing by DSC, scans of the buffers alone and with 

protein were acquired. The protein in the standard and platform formulations were diluted to 1 

mg/mL as presented in Example 4.1. Data was acquired setting the DSC to scan from 5-80°C 

at a scan rate of 70°C per hour with a 15 minute equilibration before each scan. The volume of 

the DSC sample cell is 0.5 rnL. After the scans of the buffer and protein were acquired, the 

buffer scans could then be subtracted from the protein scan. A concentration of the protein in the 

samples was obtained to correct for the concentration in each scan (See, Example 4.2). The 

values for T, °C, start of unfolding , T, °C,  denaturation temperature (at transition maximum) 

and T112, °C , the width of the peak at half-height (reflect changes in tertiary structure and 

cooperativity of the transitions) were obtained for ofatumumab for each formulation (See, 

Example 4.3). The actual DSC scans can be seen in Figure 3. Based on the results of the DSC, 

the ofatumumab in either the standard formulation or the platform formulation had similar DSC 

profiles and therefore would be expected to have similar thermal stability. 

Example 4.1.: Sample preparation for biophysical characterization of ofatumumab pH study: 
LDILUTIONS 

PH Buffer Initial Dilute to I mg/ml 
cone. for DSC 
mg/ml ml ml I sample buffer 

6.5 30 mM citrate, IOOmMNaCI 17 0.1 1.6 
Standard 
Formulation  
55 50 mM acetate. 51 mM 20 0.075 1.43 
Platform Nacl,0.OSmMEDT4,1% 

Formulation 
Arg, 0.02% 7ween-80 

Example 4.2: A280 MEASUREMENTS 
PH Buffer Initial Measured cone. of 

cone. 0.5 mg/ml dilution 
mg/ml mg/ml mM* 

6.5 30 mM citrate, 100 mM 17 0.517 0.00345 
Standard NaCl 
Formulation  
5.5 50 mM acetate, 51 mM 20 0.444 0.00296 
Platform NaC1, 0.05 mM ED TA, 
Formulation 1%Arg, 0.02% Tween-
___________ 80  

*use to normalize DSC scans. 
Prep one sample, blank with corresponding buffer, read 3. times. Use 1 cm cuvette. Subtract A320 
absorbance before dividing by extinction coefficient (1.49). 
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Sample pH Buffer T,,,,, 
oc 

Tm, 
oc 

T112, 

oc  
Notes 

Standard 6.5 30 mM citrate, 100 62 68.8 2.9* 
Formulation mM NaCl 

Platform 5.5 50 mM acetate, 51 60 68.4 3.2* Similar to 
Formulation mM NaCl, 0.05 mM Standard 

EDTA, 1% Arg, Formulation 
0.02% Tween-80  

* The Tin values were determined manually. The exothermic contribution from aggregation 
distorts the baseline, thus these values may be artificially small. 

In more detailed embodiments, the anti-CD20 antibody formulation of the present 

invention can be used to treat a subject with a tumorigenic disorder, e.g., a disorder characterized 

by the presence of tumor cells expressing CID20 including, for example, B cell lymphoma, e.g., 

NHL. Examples of tumorigenic diseases which can be treated and/or prevented include B cell 

lymphoma, e.g., NHL, including precursor B cell lymphoblastic leukemia/lymphoma and mature 

B cell neoplasms, such as B cell chronic lymhocytic leukemia (CLL)/small lymphocytic 

lymphoma (SLL), B cell prolymphocytic leukemia, lymphoplasmacytic lymphoma, mantle cell 

lymphoma (MCL), follicular lymphoma (FL), including low-grade, intermediate-grade and high-

grade FL, cutaneous follicle center lymphoma, marginal zone B cell lymphoma (MALT type, 

nodal and splenic type), hairy cell leukemia, diffuse large B cell lymphoma, Burkitt’s lymphoma, 

plasmacytoma, plasma cell mycloma, post-transplant lymphoproliferative disorder, 

Waldenstrom’s macroglobulinemia, and anaplastic large-cell lymphoma (ALCL). 

Further examples of B cell non-Hodgkins lymphomas are lymphomatoid granulomatosis, 

primary effusion lymphoma, intravascular large B cell lymphoma, mediastinal large B cell 

lymphoma, heavy chain diseases (including ,gamma., .mu., and .alpha. disease), lymphomas 

induced by therapy with immunosuppressive agents, such as cyclosporine-induced lymphoma, 

and methotrexate-induced lymphoma. 

In a further embodiment, anti-CD20 antibody formulation of the present invention can be 

used to treat Hodgkin’s lymphoma. 

Examples of immune disorders (diseases) in which cells expressing CD20 which can be 

treated and/or prevented by an anti-CD20 antibody formulation of the present invention include 
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auto immune disorders, such as psoriasis, psoriatic arthritis, dermatitis, systemic scieroderma and 

sclerosis, inflammatory bowel disease (IBD), Crobn’s disease, ulcerative colitis, respiratory 

distress syndrome, meningitis, encephalitis, uveitis, glomerulonephritis, eczema, asthma, 

atherosclerosis, leukocyte adhesion deficiency, multiple sclerosis, Raynaud’s syndrome, 

Sjogren’s syndrome, juvenile onset diabetes, Reiter’s disease, Bchcet’s disease, immune complex 

nephritis, IgA nepbropathy, 1gM polyneuropathies, immune-mediated thrombocytopenias, such 

as acute idiopathic thrombocytopenic purpura and chronic idiopathic thrombocytopenic purpura, 

hemolytic anemia, myasthenia gravis, lupus nephritis, systemic lupus erythematosus, rheumatoid 

arthritis (RA), atopic dermatitis, pemphigus, Graves’ disease, Hashimoto’s thyroiditis, Wegener’s 

granulomatosis, Omenn’s syndrome, chronic renal failure, acute infectious mononucleosis, HIV, 

and herpes virus associated diseases. Further examples are severe acute respiratory distress 

syndrome and choreoretinitis. Furthermore, other diseases and disorders include those caused by 

or mediated by infection of B-cells with virus, such as Epstein-Barr virus (EBV). 

Further examples of inflammatory, immune and/or auto immune disorders in which 

autoantibodies and/or excessive B lymphocyte activity are prominent and which can be treated 

and/or prevented by anti-CD20 antibody formulation of the present invention, include the 

following: 

vasculitides and other vessel disorders, such as microscopic polyangiitis, Cburg-Strauss 

syndrome, and other ANCA-associated vasculitides, polyarteritis nodosa, essential 

cryoglobulinaemic vasculitis, cutaneous leukocytoclastic angiitis, Kawasaki disease, Takayasu 

arteritis, giant cell arthritis, Henoch-Schonlein purpura, primary or isolated cerebral angiitis, 

erythema nodosum, thrombangiitis obliterans, thrombotic thrombocytopenic purpura (including 

hemolytic uremic syndrome), and secondary vaseulitides, including cutaneous leukocytoclastic 

vasculitis (e.g., secondary to hepatitis B, hepatitis C, Waldenstroni’s macroglobulinemia, B-cell 

neoplasias, rheumatoid arthritis, Sjogren’s syndrome, or systemic lupus erythematosus); further 

examples are erythema nodosum, allergic vasculitis, panniculitis, Weber-Christian disease, 

purpura hyperglobulinaemica, and Buerger’s disease; skin disorders, such as contact dermatitis, 

linear IgA dermatosis, vitiligo, pyodernia gangrenosum, epidermolysis bullosa acquisita, 

pemphigus vulgaris (including cicatricial pemphigoid and bullous pemphigoid), alopecia areata 

(including alopecia universalis and alopecia totalis), dermatitis herpetiformis, erythema 

multiforme, and chronic autoimmune urticaria (including angioneurotic edema and urticarial 
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vasculitis); immune-mediated cytopenias, such as autoimmune neutropenia, and pure red cell 

aplasia; connective tissue disorders, such as CNS lupus, discoid lupus erythematosus, CREST 

syndrome, mixed connective tissue disease, polymyositis/dermatomyositis, inclusion body 

myositis, secondary aniyloidosis, eryoglobulinemia type I and type H, fibromyalgia, 

phospholipid antibody syndrome, secondary hemophilia, relapsing polychondritis, sarcoidosis, 

stiff man syndrome, and rheumatic fever; a further example is eosinophil fasciitis; arthritides, 

such as ankylosing spondylitis, juvenile chronic arthritis, adult Still’s disease, and SAPHO 

syndrome; further examples are sacroileitis, reactive arthritis, Still’s disease, and gout; 

hematologic disorders, such as aplastic anemia, primary hemolytic anemia (including cold 

agglutinin syndrome), hemolytic anemia secondary to CLL or systemic lupus erythematosus; 

POEMS syndrome, pernicious anemia, and Waldemstrom’s purpura hyperglobulinaemica; 

further examples are agranulocytosis, auto immune neutropenia, Franklin’s disease, Seligmann’s 

disease, .mu.-chain disease, paraneoplastic syndrome secondary to thymoma and lymphomas, 

and factor yin inhibitor formation; endocrinopathies, such as polyendocrinopathy, and 

Addison’s disease; further examples are autoimmune hypoglycemia, autoimmune 

hypothyroidism, autoimmune insulin syndrome, de Quervain’s thyroiditis, and insulin receptor 

antibody-mediated insulin resistance; hepato-gastrointestinal disorders, such as celiac disease, 

Whipple’s disease, primary biliary cirrhosis, chronic active hepatitis, and primary sclerosing 

cholangiitis; a further example is autoimmune gastritis; nephropathies, such as rapid progressive 

glomeruloncphritis, post-streptococcal nephritis, Goodpasture’s syndrome, membranous 

glomerulonephritis, and cryoglobulinemic nephritis; a further example is minimal change 

disease; neurological disorders, such as autoimmune neuropathies, mononeuritis multiplex, 

Lambert-Eaton’s myasthenic syndrome, Sydenham’s chorea, tabes dorsalis, and Guillain-Barr’s 

syndrome; further examples are myelopatby/tropical spastic paraparesis, myasthenia gravis, 

acute inflammatory demyelinating polyneuropathy, and chronic inflammatory demyelinating 

polyneuropathy; cardiac and pulmonary disorders, such as chronic obstructive pulmonary disease 

(COPD), fibrosing alveolitis, bronchiolitis obliterans, allergic aspergillosis, cystic fibrosis, 

Loffler’s syndrome, myocarditis, and pericarditis; further examples are hypersensitivity 

pneumonitis, and paraneoplastic syndrome secondary to lung cancer; allergic disorders, such as 

bronchial asthma and hyper-IgE syndrome; a further example is amaurosis fugax; 

ophthalmologic disorders, such as idiopathic chorioretinitis; infectious diseases, such as 
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parvovirus B infection (including hands-and-socks syndrome); and gynecological-obstretical 

disorders, such as recurrent abortion, recurrent fetal loss, and intrauterine growth retardation; a 

further example is paraneoplastic syndrome secondary to gynaecological neoplasms; male 

reproductive disorders, such as paraneoplastic syndrome secondary to testicular neoplasms; and 

transplantation-derived disorders, such as allograft and xenograft rejection, and graft-versus-host 

disease. 

In one embodiment, the disease involving cells expressing CD20 is an inflammatory, 

immune and/or autoimmune disorder selected from ulcerative colitis, Crohn’s disease, juvenile 

onset diabetes, multiple sclerosis, immune-mediated thrombocytopenias, such as acute idiopathic 

thrombocytopenic purpura and chronic idiopathic thrombocytopenic purpura, hemolytic anemia 

(including autoinimune hemolytic anemia), myasthenia gravis, systemic sclerosis, and 

pemphigus vulgaris. 

This invention is not to be limited in scope by the specific embodiments described herein. 

Indeed, various modifications of the invention in addition to those described herein will become 

apparent to those skilled in the art from the foregoing description. Such modifications are 

intended to fall within the scope of the appended claims. 
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1. An anti-CD20 antibody formulation comprising a therapeutically effective amount of an anti-

CD20 antibody, wherein the formulation further comprises 10 to 100 mM sodium acetate, 25 

to 100 mM sodium chloride, 0.5 to 5% arginine free base, 0.02 to 0.2 mM EDTA, 0.01 to 0.2 

% polysorbate 80 and adjusted to pH 5.0 to 7.0. 

2. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the anti-CD20 antibody is selected 

from the group consisting of: a monoclonal anti-CD20 antibody fragment and a full length 

anti-CD20 antibody. 

3. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the anti-CD20 antibody is a 

monoclonal antibody. 

4. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the formulation is stable is stable at 

a temperature of about 5°C for at least 2 years. 

5. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the formulation is stable at a 

temperature of about 25°C for at least 3 months. 

6. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the formulation is stable at a 

temperature of about 40°C for at least 1 month. 

7. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the formulation is stable at a 

temperature of about 55°C for at least 1 day. 

8. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the formulation is stable at a 

temperature range of approximately, S to 55°C for at least 1 day with shaking. 

9. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the anti-CD20 antibody is present 

in an amount of about 20-300 mg/mL. 
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10. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the sodium acetate is present in an 

amount of about 50mM. 

11. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the anti-CD20 antibody 

formulation is about pH 5.5. 

12. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the sodium chloride is present in an 

amount of about SimM. 

13. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the arginine free base is present in 

an amount of about 1%. 

14. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the EDTA is present in an amount 

of about 0.05 mM. 

15. The anti-CD20 antibody formulation of Claim 1, wherein the polysorbate 80 is present in an 

amount of about 0.02%. 

16. An anti-CD20 antibody formulation comprising an anti-CD20 antibody in the concentration 

range of 20-300 mg/mL, wherein the formulation further comprises 50 mM sodium acetate, 

51 mM sodium chloride, 1% arginine free base, 0.05 mM EDTA, 0.02% polysorbate 80, and 

adjusted to pH 5.5. 

17. An ofatumumab antibody formulation comprising a ofatumumab in the concentration range 

of 20-300 mg/mL, wherein the formulation further comprises 50 mM sodium acetate, 51 mM 

sodium chloride, 1% arginine free base, 0.05 mM EDTA, 0.02% polysorbate 80, and 

adjusted to pH 5.5. 

18. A method of treating a disease involving cells expressing CD20 in a mammal, comprising 

administering an anti-CD20 antibody formulation comprising a therapeutically effective 
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syndrome, juvenile onset diabetes, Reiter’s disease, Bebeet’s disease, immune complex 

nephritis, IgA nephropatby, 1gM polyneuropathies, immune-mediated thrombocytopenias, 

such as acute idiopathic thrombocytopenic purpura and chronic idiopathic 

thrombocytopenic purpura, hemolytic anemia, myasthenia gravis, lupus nephritis, systemic 

lupus erythematosus, rheumatoid arthritis (RA), atopic dermatitis, peniphigus, Graves’ 

disease, Hasbimoto’s thyroiditis, Wegener’s granulomatosis, Omenn’s syndrome, chronic 

renal failure, acute infectious mononucleosis, HIV, and herpes virus associated diseases. 

24. An anti-CD20 antibody formulation of claim I or 16 in which the anti-CD20 antibody is 

selected from the group consisting of rituximab, tositumomab, ocrelizumab, 71)8, 1188, 

C6, IMMIJ-106, AME-133, and TRU-015. 

25. A method of claim 18 or 19 in which a disease involving cells expressing CD20 is COPD. 
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Figure 3: DSC Scan 
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The unfolding transition is coupled with aggregation. The apparent Tms are: 
Tm, platform = 68.4°C 
Tm, standard = 68.8°C 
A ATm> 0.5°C is considered significant 
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FORMULACIONES DE ANTICUERPOS 

CAMPO DE LA INVENCIN 

Esta invenciOn se refiere a formulaciones de anticuerpos estables a la 

temperatura y la cizalladura. 

5 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Las proteinas son mÆs grandes y mÆs complejas que los fÆrmacos orgânicos e 

inorgÆnicos tradicionales (es decir, tienen mOltiples grupos funcionales ademÆs de 
estructuras tridimensionales complejas) y la formulaciôn de dichas proteinas tiene 
problemas especiales. Pars que una protelna siga siendo biolOglcamente activa, una 

10 formulación debe conservar la integridad conformacional intacta de al menos una 

secuencia central de los amlnoÆcidos de la proteins, mientras que at mismo tiempo 
debe proteger los multiples grupos funclonales cia la proteIna frerite a Ia .degradaciOn. 
Las rutas de degradaciOn para las proteinas pueden implicar inestabilidad qulmica (es 
decir, cualquier proceso que implique la modificaciOn de la proteins por formaclón a 

15 escisiOn de enlace, que da coma resultado una nueva entidad qulmica) o inestabilidad 
fisica (es decir, cambios en la estructura de orden superior de la protelna). La 
inestabilidad qulmica puede resultar de la desamidaciOn, racemización, hidrªlisis, 
oxidaciOn, beta-eliminaciOn a intercambio 

cia 

disulfuro. La inestabilidad fisica puede 
resultar de la desnaturalizaciOn, agregaclOn, precipitaciOn o adsorciOn, par ejemplo. 

20 Las tree rutas de degradacion de protelnas mÆs comunes son la agregación de 
proteinas, desamidaciOn y oxidaciOn. Cleland et at. Critical Reviews in Therapeutic 
Drug Carrier Systems 10(4): 307-377 (1993). 

La motØcula CD20 (tambiØn liamada antigena de diferenclaciOri restringido a los 
linfocitos 8 o Bp35) es una protelna de transmembrana hidrOfoba con un peso 

25 molecular de aproximadamente 35 kD tocalizada en prelinfocitos B y linfocitos B 
maduros (Valentine et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287; y Einfield et at. 
(1988) EMBO J. 7(3):711-717). CD20 se encuentra en la superlicie de mØs de 90% cia 

las cØlulas B de la sangre perifØrica u Organos Iinfoides y es expresada durante el 
desarrollo temprano de las precØlulas B y permanece hasta la diferenciactOn de las 

30 cØlulas plasmØticas. CD20 esth presente tanto en cØlulas B normales coma en cOlulas 
B malignas En particular, CD20 se expresa en mØs de 90% de los linfomas no 
Hodgkin de cØlulas B (LNH) (Anderson et at. (1984) Blood 63(6):1424-1433), pero no 
se encuentra en cØlutas madre hematopoyØticas, procØtutas B, cØlulas plasmÆticas 
normales, u otros tejidos normales (Tedder at at. (1985) J. lrnmunol. 135(2):973-979), 

35 La region carboxito terminal 
cia 85 aminoÆcidos de la protemna C20 estÆ 
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situada dentro del citoplasma. La longitud de esta region contrasts con Is do 

estructuras do superficie especificas do cØlulas B tales como las cadenas pesadas do 

1gM, lgD e Ige o cadenas alfa o beta de los antigenos do hlstocompatibilidad de clase 

If, quo tienen regiones intracitoplasrnÆticas relativamente cortas de 3, 3, 28, 15 y 16 

5 aminoÆcidos, respectivamente (Komaromy et at. (1983) NAR 11:6775-6785). Do los 

ültimos 81 aminoØcidos carboxilo terminates. 21 son restos Æcidos, mientras que sOlo 2 

son bÆsicos, lo quo indica quo esta regiOn tiene una fuerte carga negativa note. El n° 

de acceso a GenBank es NP.sub.-690605. 

Se cree que CD20 puede ester implicada en la regulaciOn do una etapa(s) 
10 temprana(s) en el proceso de activaciOn y diferenciaciOn do cOlulas B (Tedder et al 

(1986) Eur. J. lmrnunoL 16:881-887) y podria funclonar como un canal do jones caiclo 
(Tedder et al. (1990) J. Cell. Biochem. 14D:195). 

A pesar do Is incertidumbre sobre Is funcion real de CO20 en la promociOn do 

la proliferaciOn y/o diferenciaciOn do cØlulas B, proporciona un objetivo importante para 
15 Is terapia mediada por ariticuerpos para controlar 0 matar cOlulas B implicadas en 

cØnceres y trastomos autoinmuries. En particular, Is expresiOn do CD20 en cØlulas 
tumorates, p. ej., LNH. hace quo sea un objetivo importante pare Is terapia mediada por 
anticuerpos para dhigir especfficamente agentes terapOuticos contra las cØlulas 
neoplØsicas positivas para CD20. 

20 HuMax-CD20’’ (ofatumumab), descrito como anticuerpo 2F2 en el documento 
W02004/035607, es un anticuerpo do alta afirildad IgGi , totalmente humano dirigido 
a Is molØcula CD20 en Is membrane celular do cOlulas B. HuMax-CD20Tm estÆ en 
desarrollo cllnico pare el tratamiento del linfoma do no Hodgkin (LNH), leucemia 
linfocitica crOnica (LLA) y artritis reumatoide (AR). Wass tambiØn, Teeling et al., 

25 Blood, 104, pp 1793 (2004); y Teeling et al, J. Immunology, 177, pp 362-371 (2007). 
III Existe Is necesidad de formular una formulaciOn farmacØutica estable a Is 

temperature y Ia cizalladura que comprenda un anticuerpo que sea adecuado para uso 
terapØutico. En una realizaciOn, el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En 
otra realizaciOn el anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20, incluyendo pero no 

30 limitado a ofatumumab, rituximab, tositumomab, ocrelizumab (21-17.0 6), 11B8 a 7D8 
(descrito en el documento W02004/035607), un anticuerpo antl-CD20. descrito en el 
documento WO 2005/103081 tal como C6, un anticuerpo anti-CD descrito en el 
documento W02003/68821 tal como IMMU-1 06 (do Immunomedics), un anticuerpo 
anti-CD20 descrito en el documento W02004/103404 tal como AME-133 (de Applied 

35 Molecular Evolution/Lilly), y un anticuerpo anti-CD20 descrito en el documento US 



2003/0118592 tat coma TRU-01 5 (from Trubion Pharmaceuticals Inc). 

COMPENDIO DE LA.INVENCIÔN 

La presente invenciôn se refiere a una formulaciôn acuosa de anticuerpo 

estable a la temperatura y la cizalladura, 

5 Esta invención no estÆ ilmitada en su alcance por las realizaciones especificas 

descritas en esta memoiia. Por supuesto, diferentes modificaciones de la invenciôn 

ademÆs do las descritas en esta memoria serÆn evidentes para los expertos en la 

tØcnlca a partir do la descripción anterior. Dichas modificaciones se pretende que estØn 

dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. 

10 Aunque una realización estØ adaptada a una formulación do anticuerpo anti-

CD20 monoclonal de longitud entera, tambiØn so pueden usar para. la formulaciôn otras 

clases de anticuerpos, par ejemplo, anticuerpos policlonales o fragmentos de 

anticuerpos monoclonales o policlonales. 

En una realización, la invención so refiere a una formulación do anticuerpo anti-

15 CD20 que comprende una cantidad terapØuticamente eflcaz do un anticuerpo anti-

CD20, en Is que la formulación comprende ademØs acetato sOdico 10 a 100 mM, 

cloruro sOdico 25 a 100 mM, base libre de la arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 

mM, polisorbato 80 al 0,01 a 0,2% y estØ ajustada a pH 5,0 a 7,0. 

En otra realización,  la invenciôn se refiere a una formulación de anticuerpo anti-

20 CD20 quo comprende wi anticuerpo anti-CD20en of intervalo do concentración de 20-

300 mg/ml, en el quo la formulación ademØs comprende acetato sOdico 50 mM, cloruro 

sOdico 51 mM, base libre do la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, 

y estÆ ajustada a pH 5,5. En otra realizaciOn, at anticuerpo es un fragmento de 

anticuerpo anti-CD20, tal como un fragmento do anticuerpo monoclonal. El anticuerpo 

25 anti-0D20 preferido as ofatUmumab. 

En una realizaciôn, la  invenciOn se refiere a una formulación de ofatumumab 

que comprende una cantidad ferapØuticamonte eficaz do ofatumumab, en la que la 

formulaciOn comprende ademØs acetato sôdico 10 a 100 mM, cloruro sódico 25 a 100 

mM, base libre de la arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01 

30 a 0,2% y est4 ajustada a pH 5,0 a 7,0. 

En una realizaclOn, la invenciôn se refiere a una formulación do ofatumumab 

que comprende ofatumumab en el intervalo de concentraciôn do 20-300 mg/ml, en el 

�que la formulaciOn ademÆs comprende acetato sódico 50 mM, cloruro sódico 51 mM, 

base libre do la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, poHsorbato 80 al 0,02%, y estÆ 

35 ajustada a pH 5,5. 



En otra realizaciôn mÆs,  la invención se reflere a una formulación de anticuerpo 

anti-CD20, en la que la formulaciOn es eatable durante at menos 2 aæos. En otra 

realizaciOn, la invenciOn se refiere a ina formulaciOn de anticuerpo anti-CD20, en la 

que Ia formulaciôn es eatable a temperaturas de hasta al menos 55°C. En otra 

5 realización,  la InvenciOn so refiere a una formulaciOn do anticuerpo anti-CD20, en la 

que Is formutaciôn es eatable a una temperaturas de aproximadamente 5°C durante at. 

menos 2 aæos. En otra realizacion, la invención se refiere a una formulación de 

anticuerpo anti-CD20, en la quo Ia formulaciôn es eatable a una temperaturas de 

aproximadamente 25°C durante at menos 3 meses, En otra realizaciOn, Is invención se 

10 refiere a una formulaciôn de anticuerpo anti-CD20, en la que la formulaciOn es eatable 

a una temperatures de aproximadamente 40°C durante at menos I mes. En otra 

realizaciôn, la invenciOn se refiere a una formulaciôn do anticuerpo anti-CD20, en Ia 

quo Ia forrnulaciOn es eatable a una temperaturas de aproximadamente 55°C durante 

al menos I dIa. En otra realizaciOn, la invenciOn se refiere a una formulación de 

15 anticuerpo anti-CD20 en la que la formulaclón es  eatable en un intervalo de 

temperaturas do aproximadamente 5 a 25°C, 5 a 35°C, 5 a 45°C, 10 a 25°C, 10 a 

35°C, 10 a 45°C, 10 a 55°C, 20 a 35°C, 20 a 45°Co 20 a 55°C durante al menos I dia, 

con agitaciôn. 

En otra realización, Pa invenciôn se refiere a una formulaciôn de anticuerpo anti-

20 CD20 an la que el anticuerpo estÆ presente en una cantidad de aproximadamente 20-

300 mg/ml, 50-300 mg/ml, 100-300 mg/mI, 150-300 mg/ml, 200-300 mg/ml o 250-300 

mg/mi. 

En otra realizaciOn, la invención se refiere a una formulación .de anticuerpo anti-

CD20 en Is que el acetato sOdico estÆ presente en una cantidad de aproximadamente 

25 50 mM, 40 mM, 45 mM, 55 mM a 60 mM. En otras realizaciones, el acetato sOdico 

puede ester presente en una cantidad de 10 a 100 mM, 20 a 100 mM, 30 a 100 mM, 40 

alOOmM,5OalOOmM,6QalOO mM, 7OalOO mM, 25a8OmMo3Oa7OmM. 

En otra realización mÆs, la invención so refiere a tine formulaciOn de anticuerpo 

anti-CD20 en la quo el Æcidó acØtico estÆ presente (Æcido acØtico aproximadamente 

30 100 mM) para ajustar la formulaclôn a pH aproximadamente 5,5. En otras 

realizaciones, el pH se puede ajustar a pH 50, 5,5, 6,0, 6,5 o 7,0. En otras 

realizaciones mØs do Ia invención, se usa NaOH o HCI para ajustar el p1-I a 5,0, 5,5, 

6,016,567,0. 

En otra realizaciOn mØs, la invenclôn Se refiere a una formutaciOn de anticuerpo 

35 anti-CD20 en la quo el cloruro sOdico estÆ presente en una cantidad de 



aproximadamente 51 51 mM, 45 mM, 46 mM, 47 mM, 48 mM, 49 mM, 50 mM, 52 mM, 

mM, 54 mM, 55 mM. En otras realizaciones, el cloruro sódico puede estar presente en 

una cantidad de 25 a 100 mM, 35a90 mM, 45a80 mM, 25a70 mMo45a7O mM. 

En otra realizaciôn, la invenciOn so refiere a una formulación de anticuerpo anti-

5 CD20 en la que la base libre de arginina estÆ presente en una cantidad de 

aproximadamente 1%, 0,7%, 1,3% o 2,0%. En otras realizaciones, la base libre do 

arginina puede estar entre 0,5 y 5,0%, 0,5 a 2,0%, 0,5 a 2,5%, 0,5 a 3,0%, 0,5 a 3,5%, 

05 a 4,0% o 0,5 a 4,5%. 

En otra realizaciOn, la invención se refiere a una formulaciOn de anticuerpo anti-

10 CD20 en la quo el EDTA estÆ presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM, 

0,03 mM, 0,04 mM, o 0,06 mM. En otras realizaciones, el EDTA puede estar presente 

en una cantidad do 0,02 mM - 0,2 mM, 0,02 mM 0,1 mM, 0,02 mM - 0,15 mM, 0,04 

mM- 0,1 mM, 0,03 mM - 0,15mM 00,03mM - 0,2 mM. 

En otra realizaciôn, la invención se refiere a una forrnulaciOn do anticuerpo anti-

15 CD20 en la que of polisorbato 80 estÆ presente en una cantidad do aproximadamente 

0,02%, 0,015% o 0,025%. En otras realizaciones, et poilsorbato 80 puede estar 

presente en una cantidad de 0,01 - 0,2%, 0,01 - 0,15%, 0,02 - 0,2%, 0,02 - 0,15%, 0,01 

- 0,25% 0 0,01 - 0,05%. 

En otra reahzación, la  invenciôn se refiere a un mØtodo para tratar una 

20 enfermedad que implica cØlulas quo expresan CD20 por administraciôn a un mamifero 

de una formulaciOn de anticuerpo anti-CD20 de la presente invenciOn quo comprende 

una cantidad terapØuticamente eflcaz do un anticuerpo anti-CD20, en Ia que la 

formulaciôn .comprende edemas acetato sOdico 10 a 100 mM, cloruro sOdico 25 a 100 

W base libre do arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01 a 

25 0,2% y estØ ajustada a pH 5,0 a 7,0. Las "enfermedades quo implican cØlulas que 

expresan CO20" do ejempto que se pueden tratar (p.ej., mejorar) o prevenir, incluyen, 

pero no se limitan a enfermedades tumorigØnicas y enfermedades inmunes, p. ej., 

enfermedades autoinmunes. Los ejemplos de enfermedades tumorigØnicas que so 

pueden tratar y/o prevenir, incluyen linfoma do cØlulas B, p. ej. LNH, leucemia/linfoma 

30 linfoblØstico do cØlulas B precursoras y neoptasmas do cØlulas B maduras, tal como 

leucemia linfocitica crOnica de cØlulas B (LLC)/Iinfoma linfocItico pequeflo (LLP), 

leucemia prolinfocitica do cØlulas B, lirifoma linfoplasmacitico, linfoma de cØlulas del 

manto (LCM), linfoma folicular (LF), incluyendo LF do grado bajo, grado intermedio y 

grado alto, linfoma del centro del foliculo cutÆneo, linfoma de cØlulas B de zona 

35 marginal (tipo MALT, tipo nodal y esplØniço),  leucemia do cØlulas pilosas, linfoma do 
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celulas B grandes y difusas, linfoma de Burkitt, plasmacitoma, mieloma de cØlu S 

plasmØticas, trastomo linfoproHferativo postrasplante, macroglobulinemla do 

.Waldenstrom y linfoma anaplØsico do cØluiss grandes (LACG). Los ejemplos de 

trastomos inmunes en los que estØn implicados cØlulas B que expresan CD20 que Se 

5 pueden tratar y/o prevenir incluyen psoriasis, artritis psorlØtica, dermatitis, 

escierodernila sistØmica y escierosis, enfermedad inflamatoria del intestino (Eli), 

enfermedad do Crohn, colitis ulcerativa, sindrome do dificultad respiratoria, meningitis, 

encefalitis, uveltis, glomerulonefritis, eczema, asma, ateroscierosis, deficiencia de 

adhesiOn leucocitaria, esclerosis mt:iltiple, sindrome do Raynaud, siridrome de Sjogren, 

10 diabetes de inicio juvenil, enfermedad de Reiter, enfermedad de Behcet, nefritis por 

inmunocomplejo, nefropatla IgA, polineuropatIas 1gM, trombocitopenlas 

inmunomediadas, tales como pUrpura trombocitopØnica idiopÆtica aguda y pirpura 

trombocitopØnica idiopØtica crOnlca, anemia hemolitica, miastenia grave, lupus 

eritematoso sistØmico, artritls reumatoide (AR), dermatitis atOpica, pØnfigo, enfermedad 

15 do Grave, tiroiditis do Hashimoto, granulomatosis do Wegner, sindrome de Omenn, 

insuficiencia renal crOnica, mononucleosis ir,fecclosa aguda, VIH y enfermedades 

asociadas con el virus del herpes. Otros ejemplos son sindrome do dificuitad 

respiratoria grave y corlorretinitis. Otros ejemplos mØs son enfermedades y trastornos 

causados por infecciOn do cØlulas B por virus, tales como el virus de Epstein-Barr 

20 (VEB). Otro ejemplo mÆs as la EPOC. 

En otra realizaciOn mÆs, la invenciOn se refiere a un mØtodo para tratar una 

enfermedad que implica cØlulas que expresan CD20 por administraciOn a un mamifero 

de una formuiaciOn de anticuerpo anti-CD20 de la presente invención que comprende 

una cantidad terapeuticamente: eficaz do un anticuerpo anti-CD20, en la que la 

25 formulaciOn comprende ademØs acetato sOdico 10 a 100 mM, cloruro sOdico 25 a 100 

mM, base libre de arginina al 0,5 a 5%, EDTA0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01 a 

0,2% y estØ ajustada a pH 5,0 a 7,0, y en la quo la formulaciOn de anticuerpo estable 

so administra por via oral, parenteral, Intranasal, vaginal, rectal, lingual, sublingual, 

bucal, transdØrmica, intravenosa a subcutÆnea, a un mamifero. 

30 En otra realización mÆs, la invención Se refiere a un mØtodo para tratar una 

enfermedad que implica cØlulas que expresan CD20 por administraöiôn a un mamifero 

de una formulaciOn de un anticuerpo anti-CD-20 de Ia presente invenciOn quo 

comprende un anticuerpo anti-CD20 en el intervalo de concentraciOn de 20-300 mg/ml, 

en la quo la formulaciOn ademÆs comprende acetato sOdico 50 mM, cloruro sOdico 51 

35 mM, base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, y estÆ 
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ajustada a pH 5,5. El anticuerpo anti-CD20 preferido es ofatumumab. 

Debe entenderse que tanto la descripciôn del resumen anterior como Ia 

siguiente descripciôn detallada son ilustrativas y explicativas, y no se pretende quo 

proporcionen mÆs expilcaciOn de la invenciOn como se reivindica. 

5 Los dibujos que acompanan se incluyen pare proporcionar una mejor 

comprensiôn de  la invención, y se incorporan en y constituyen una parte de esta 

memoria descriptive, ilustran varias reallzaciones do la invenciOn, y junto con la 

descrlpción sirven pare explicar los principios de la invención. 

BREVE DESCRIPCIÔN DE LAS FIGURAS 

10 La figure I Ilustra Ia formulaciOn estÆndar (RefMat) de anticuerpo anti-CD20 con 
20 mg/ml (cltrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5) por duplicado. 

La figura 2 ilustra una realización do la formulaciOn do la irivenciOn (do 
plataforma) del anticuerpo anti-0O20 con 20 mg/ml (acetato sOdico 50 mM, cloruro 
sOdico (51 mM), base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 

15 0,02% y ajustada a pH 5,5 con HCI) por dupHcado. 

La figure 3 ilustra con una grÆfica una comparaciOri de la estabHidad tØrmica del 

anticuerpo anti-CD20 en una realización de formulaciOn de la invenciOn (do plataforma) 

y tampones de formulación estØndar (RefMat) per DSC. TermodinÆmicamente, las dos 
formulaciones son similares como puede verse por sus perfiles de DSC, puesto quo el 

20 camblo en la Tm aparente es manor que 0,5°C entre (as formulaciones. 

DESCR(PC(ON DETALLADA DE LA INVENCIÔN 

Una realización do Ia presente invenciôn Se refiere a formulaciones do 
anticuerpo estables a la temperatura y la cizalladura. 

En una realizaciOn, la invenciOn proporciona una estabilidad inesperada quo se 
25 ye en una formulaciôn en condiciones simultÆneas de tension de temperature elevada 

y agitación a 55°C. 

Otra realizaciOn de la invenciOn es una formulaciOn mÆs estable comparada con 
una formulaciOn estÆndar (tal como citrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5). La 
formulaciOn do la presente invenciôn mostraba menor precipitaciOn (permanecla 

30 transparente) cuando se sometla a condiclones de tensiOn, mieritras que la 
formulaclOn estØndar tenla agregados. Este resultado era impredecible porque 
terrnodinÆmicamente las dos formulaciones eran similares cuando se velan sus perfiles 
de DSC (calorimetria diferencial do barrido). 

En la descripclOn do la presente invenciOn, algunos tØrminos se usan como se 
35 definen a continuaciOn. 
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La expresion "formulación de proteIna" o "formutacton do anticuerpo" se refiere 

a preparaciones que estÆn en una forma quo permiten que (a actividad biotôgica de los 

principios activos se inequlvocamente eficaz y quo no contienen ôomponentes 

adicionales que sean tOxicos pare los sujetos a los quo so adrniriistrarla Ia formuiaciOn. 

5 Los excipientes "farmacØuticamente aceptables" (vehicutos, aditivos) son los 

quo se pueden administrar razonablemente a un sujeto mamtfero pare proporcionar 

una dosis eficaz del principio activo usado. Por ejemplo, Ia concentraciôn del excipiente 

tambiØn es importante pare Ia aceptabilidad pars inyeccion. 

Una formulación "estable" es una en Ia que Ia protelna en Ia misma retiene 

10 esencialmente su estabilidad fisica y/o qulmica y/o actividad biolôgica tras el 

almacenamierito. En Ia tØcnica hay, diferentes tØcnlcas anatIticas para medir Ia 

estabilidad de Ia protelna y se revisan en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, 

Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs (1991) y Jones, A., Adv. 

Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993), par ejempto. La estabilidad so puede medir a una 

15 temperature seleccionØda pare un periodo de tiempo seleccionado. Preferiblemente, Ia 

formulaciOn es estable a temperature amblente a a 40°C durante at menos I mes yb 
estable a 2-8°C durante at menos 1 a 2 aæos. AdemÆs, es conveniente quo Ia 

formulaciOn sea estable despuØs de congelaciôn (p. ej. a -70°C) y descongelación del 

prod ucto. 

20 Una protelna "retiene su estabilidad fisica" en una formulaciOn biofarmacØutica 

si muestra poco o no muestra 

cambio en Ia agregaciOn, precipitación  ylo desnaturalización cuando se observa por 
examen visual del color y/o transparencia, a cuando se mide por difraàción de luz UV 
(mide agregados visibles) o por cromatografla do exclusiOn por tamaflos (SEC). Par 

25 SEC se miden los agregados solubles quo no son necesariamente un precursor para 
los agregados visib(es. 

Una protelna "retiene su estabilidad quimica" en una formulaciOn 
biofarmacØutica, si Ia estabilidad qulmica en un momento dada as tat quo so considera 
quØ Ia protelna retiene su actividad bioh5gica como se define a continuación. Las 

30 especies qulmicarnente degradadas pueden ser biologicarnente activas y 
qulmicamente inestables. La estabilidad qulmica so puede evaluar detectando y 
cuantificando formas de Ia protemna qulmicamente alteradas. La alteración qulmica 
puede implicar modificaciOn do tamatlo (p. ej., carte) que so puede evaluar usando 
SEC, SOS-PAGE y/o espectrometria de masas con ionizaciOn por desorciOn laser 

35 asistida por matriz/tiempo do vuelo (MALDIITOF MS), por ejemplo. Otros tipos do 
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alteración qulmica incluyen alteraciOn do carga (p. ej., quo so produce coma result o 

de desamidaciôn) quo se puede evaliiar par cromatografla do intercamblo iónico, par  

ejomplo. 

Un anticuerpo uretiene su actividad biologica" an una fomiulaciôn farmacŒutica, 

5 Si el cambio en la actividad biológica del anticuerpo en an momento dado estÆ dentro 

de aproximadamente el 10% (dentro del error del ensayo) de la actividad biológica quo 

presentaba en el momento en quo so preparô to formulaciôn farmacØutica, 

determinado POT un ensayo do uniOn at antigeno, POT ejemplo. A continuación so 

elaboran otros ensayos do "actividad biolOgica" para ariticuerpos en esta memoria 

10 El tØrmino "isotOnico" significa que (a formulaciOn de interØs tiene 

esencialmente (a misma presiOn osmótica que (a sangre humana. En una realización, 

las formulaciones isotOnicas do (a invenclOn en general tendrØn una presiOn osmOtica 

en el intØrvalo de 250 a 350 mOsm. En otras realizaciories, las formulaciones 

isotOnicas de (a invenciOn tendrÆn una presiOn osmOtica do aproximadamente 350 a 

15 450 mOsm. En otra realizaciOn mao, las formulaciones isotOnicas de la invención 

tendrÆn una presiOn osmOtica mayor quo 450 mOsm. La isotonicidad se puede medir 

usartdo un osmOmetro de presiOn de vapor 0 tipo congelaciôn, par ejemp(o. 

Como se use on esta memoria, "tampOn" so reflere a una so(uciOn tamponada 

que resiste camblos en el pH par acciOn do sus comporientes âcido-base conjugados. 
20 En una realización,  of tampOn do esta invenciOn tiene un pH en el intorvalo do 

aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,0; en otra realizaclôn, de 

aproximadamente 4,8 a aproximadamente 5,8; y en una reatizaciOn mao, un pH de 

aproximadamente 5,5. Los ejomp(os de tampones quo controlarØn el pH en este 

intervalo incluyen acetato (p. ej. acetato sOdico), succinato (tal como succinato sOdico), 

25 gluconato, histidina, citrato y otros tampones do Æcidos orgÆnicos Cuandose desea 

una formaciOn estable a la congelaciOn-descongelaclOn, preferiblemente el tampOn no 
es de fosfato. 

En un sentido farmacolOgico, en el coritexto de la prosente irtvenciOn, una 
"cantidad terapØuticamente eficaz" do un  anticuerpo, so refiere a una cantidad eficaz 

30 en la prevencióno tratamiento de un trastomo pam el cual el tratamiento del anticuerpo 
as eficaz. Un "trastorno" es cualquier afecciOn quo so beneficiarla del tratamiento can 

el anticuerpo. Esto incluye trastomos o enfermedades crOnicas y agudas que incluyen 

las afecciones patoiOgicas quo predisponen at mamifero at trastomo en cuestiOn. En 

una rea(izaciOn preferida "trastomo" es una enfermedad quo implica cØlulas quo 
35 expresan CD20. 

c4) 
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Un "conservante" as un compuesto qua se puede incluir en Is formulaciOri pa\, 

reducir esericialmerite Is acciOn bacteriana an Is misma, facilitando asi Is producción 

de una formulaciOn multiusos, por ejemplo. Los ejemplos de potenciales conservantes 

incluyen cloruro de octadecildimetilbencilamarilo, cloruro de hexametonio, cloruro de 

5 benzalconio (una mezcla de cloruros de alquilbendlldimetilamonio an los qua los 

grupos aiquilo son compuestos de cadena larga) y cloruro de bencetonio. Otros tipos 

de conservantes incluyen atcoholes aromÆticos tales coma fend, alcohol butlilco y 

bencllico, aiquilparabenes tales como matH o propilparabOn, catecol, resorcinol, 

ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol. El conservarite mØs preferido an esta memoria as 

10 el alcohol bencilico. 

El tOrmino anticuerpo" se usa an el seritido mØs ampilo y cubre 

especlficamente anticuerpos monoclonales (lncluyendo anticuerpos monoclonales de 

longitud enters), anticuerpos poilcionales, anticuerpos multiespecIficos (p. ej., 

anticuerpos biespecIficos), y fragmentos de anticuerpos siempre qua presentan Is 

15 actividad biolOgica deseada, 

Los "fragmentos de anticuerpos" comprenden una parte de un anticuerpo de 

longitud enters, on general is region do uniOn a) antlgeno o su regiOn variable. Los 

ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv; anticuerpos 

biespeclficos; anticuerpos lineales; molØculas de anticuerpo de cadena sencilla; y 

20 anticuerpos muitiespeclflcos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. 

La expresiOn "anticuerpo monoclonal" tal como se usa an esta memoria, se 

reflere a un anticuerpo obteniclo de una poblaciOn de anticuerpos sustancialmente 

homogØnea, as decir, los anticuerpos individuales qua comprendon Is población son 

idØnticos salvo par las posibles mutaciones naturales qua pueden estar presentes an 

25 cantidades minoritarlas. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos, y estØn 

dirigidos contra un solo sitlo antigenico. AdemØs, a diferencia de las preparaciones de 
anticuerpo (policlonal) convencionales qua incluyen normalmente diferentes 
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo 

monoclonal estØ dirigido contra un solo determinante an el antigeno. El modificador 

30 "monoclonal" indica el carØcter del anticuerpo qua se ha obtenido de una pobiaciOn de 

anticuerpos sustancialmente homogenea, y no debe considerarse qua requiere Is 

producciOn del anticuerpo por ningUn mØtodo particular. Por ejemplo, los anticuerpos 

monoclonales para usar de acuerdo con Is preserite invenciOn se pueden hacer por el 
mØtodo del hibridoma descrito primero por Kohler at al., Nature 256:495 (1975), o se 

35 pueden hacer por mØtodos de ADN recombiriante (vØase, p. ej., Ia patente de EE.UU. 



S 

e. 

-11 - 

n° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" tamblØn se pueden aislar de bibliotecas 

de anticuerpos sobre fagos usando Is tØcnica descrita por Clackson at al., Nature 

352:624-626(1991) y Marks at al., J. Mo!. Biol. 222:581-597(1991), por ejemplo. 

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. ej. murinos) son 

5 anticuerpos quimØncos que contienen una secuencia minima denvada de 

inmunoglobulina no humane. .Para Is mayor parte, los anticuerpos humanizados son 

inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos do una region 

hipervariable del. receptor Se sustituyen por restos do una regiOn hipervariable de una 

especie no humane (anticuerpo donador) tal como ratOn, rate, conejo o primate no 

10 humano qua tiene Is especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, 

los restos do Is FR de la inmunoglobulina humane se sustituyen por los 

correspondientes .restos no humanos. AdemÆs, los anticuerpos humanizados pueden 

comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo 

donador. Estes modificaciones se hacen pare refiner mÆs las caracterlsticas del 

15 anticuerpo. En general, ci anticuerpo humanizado comprenderÆ sustancialmente todos 

de a) merios uno y tipicamente dos dominios variables, en los que todas o 

sustanclaimente todas las regiones hipervariables corresponden a las de una 

inmunoglobulina no humane y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las 

do una secuencia de inmunoglobulina humane. El anticuerpo humanizado 

20 opcionalmente tambiØn comprenden al menos una parte do una regiOn constante de 

inmunoglobulina (Fc), normalmente Is do una inmunoglobulina humane. Para mÆs 

detalles, vØase Jones et al, Nature 321:522-525 (1986); Riechmann at al, Nature 

332:323-329 (1988); y Presta, Cuff. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). 

Los fragmentos do anticuerpo Tv de cadena sencilla" o "sFv" comprenden el 
25 dominlo VH y VL del anticuerpo, en los que estos dominios estÆn presentes en una sola 

cadena do polipØptido. En general, el polipØptido Fv compreride ademØs un conector 
polipeptidico entre los dominios VH y V1 quo permite que ci SFv forme Is estructura 

deseada pars la union del antigeno. Para una revision do sFv vØase Pluckthun en The 

Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosen burg and Moore eds. 

30 Springer-Verlag, N.Y., pp. 269-315 (1994). 

La expresiOn "anticuerpos biespecificos" se refiere a fragmentos pequettos do 

anticuerpo con dos sitios de uniOn al antigeno, cuyos fragmentos comprenden un 

dominlo variable de Is cadena pesada (VH) conectado a un dominlo variable de Is 
cadena ligera (VL) en Is misme cadena de polipØptido (VH y VL). Usando un conector 

35 qua es demasiado corto pare permitir �1 emparejamiento entre los dos dominios en Is 

Lill 
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misma cadena, los dominios son forzados a emparejar con los dominios 

complementarios de otra cadena y crear dos sitios de union al antIgeno. Los 

anticuerpos biespecificos se describen con mÆs detaUe, por ejemplo en el documento 

EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Nat!. Aced. Sd. USA 90:6444-6448 

5 (1993). 

La expresiOn "anticuerpos lineales cuando se use a to largo de esta solicitud se 

refiere a los anticuerpos descritos por Zapata et al. Protein Eng. 8(10):1057-1062 

(1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd tandem 

(VH --C1. �VHI  -CHI) que forman un par de regiones de uniOn al antigeno. Los 

10 anticuerpos lineales pueden ser blespecificos o monoespecificos. 

El anticuerpo que se formula preferiblemente es esencialmente .puro y 

convenientemente esencialmente homogØneo (es decir, sin protelnas contaminantes, 

etc.). Anticuerpo "esencialmente puro" significa una composlciOn que comprende at 

menos aproximadamente 90% en peso del anticuerpo, basado en el peso total de la 

15 composiciOn, preferiblemente al menos aproximadamente 95% en peso. Anticuerpo 

"esencialmente homogØneo" significa una composiclOn que comprende at menos 

aproximadamente 99% en peso del anticuerpo, basado en el peso total de la 

composiciOn. 

"Tratamiento" se refiere tanto at tratamiento terapØutico como profilÆctico o 

20 medldas preventives. Los que necesitan tratÆmiento incluyen a aquellos que ya tienen 

el trastorno asi como a aquellos en los que se va a prevenir el trastomo. 

"Mamifero" pare los propOsitos del tratamiento se refiere a cualquier animal 

clasificado como mamifero, incluyendo, pero no limitado a seres humanos, animales 

domØsticos y de granja, y animales de zoolOgico, deportes a mascotas, tales coma 

25 perros, caballos, gatos y vacas. 

"Condiciones de tensiOn" se refiere a un entorno que es qulmica y fIsicamente 

desfavorable para una protecna y puede hacer inaceptable la estabilidad de la protelna 

(p. ej., tensiOn tØrmica, de cizalladura, qulmica). 

La cromatografla de exclusiOn por tamaæos es un mØtodo cromatogrÆfico en el 

30 que las particulas se separan basndose en su tamafio a volumen hidrodinÆmico. 

La dispersion de luz dinÆmica es un mØtodo que mide la dependencia con el 

tempo de la luz dispersada por la proteina, Normalmente, esta dependencia del tiempo 

se procesa pare der el radio hidrodinØmico de una molecule. 

"DSC" se refiere a la calorimetrFa diferencial de barrido: ParÆmetros de 

35 adquislcion de OSC: pueden ser, pero no se Umitan a protelna 1 mg/ml, barrido de 5 a 
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80°C con una velocidad de barrido do 70°C por hors y 15 minutos do espera entre 

barridos. Se puede hacer primero un banido de tampon-tampOn y despuØs restarlo a 

los datos brutos. Los datos se pueden corregir para el tampOn y rton’nalizar pars Is 

concentraciOn de proteins y despuØs representar grÆficamente. La agregaciOn puede 

5 prevenlr Is correcaiOn do Is lines do valores iniciales. 

Los siguientes ejemplos son una ilustraciOn adiclonal do la invención. No se 

pretende que los ejemplos fimiten el alcance de Is presente invenciOn, sino quo 

proporcionan una mayor comprensiOn do Is invenciOn. 

EJEMPLOS 

10 La invenciOn so ilustra con mÆs detalle mediante los siguientes ejemplos quo 

son pare, elucidar Is invenciOn. No so pretende, y no debe considerarse, quo estos 

ejemplos ilmiten el alcance de Is invenciOn. Son posibles numerosas modificaciones y 

variaciones de la presente invenciOn en vista de las ensefianzas en esta memoria y, 

por Jo tanto, estÆn dentro del alcance de Is invención, Los siguientes ejemplos so 

15 Ilevan a cabo usando tØcnicas estÆndar y dichas tØcnicas estÆndar son bien conocidos 

y rutinarias pars el experto en Is tØcnica, excepto quo se describe otra cosa en detalle. 

Ejemplo 1.1: Preparación del tampOn do  la formülaciOn do plataforma 

En una realizaciOn do Is invenciOn, se prepararon 4 litros do tampOn do acetato. 

En esta realizaciOn, ci tampOn final comprendla acetato sOdico 50 mM, EDTA 0,05 mM, 

20 NaCl 51 mM, arginina al 1,0%, polisorbato 80 al 0,02%, pH 5,5. El tampon se preparO 

disolviendo trihidrato do acetato sOdico, edetato sOdico (EDTA), polisorbato 80 y base 

libre do la L-arginina en 3,5 litros do ague desionizada. Una vez ajustado el pH a 5,5 

usando HCI 3 N, el volumen se IlevO a 4,0 litros y el tampon se filtrO usando uris unidad 

do filtro de 0,45 pm. DespuØs el tampon se puede almacenar a 2-8°C  haste su uso. El 

25 "%" do fomiulaciOn descrito en Is presente soilcitud se refiere a "% en voIumen". 

Ejemplo 2.1: PreparaciOn de ofatumumab en un tampOn de la formulaciOn 

de plataforma 

En una realizaciOn do Is invenciOn, so fiItrO por diÆlisis ci ofatumumab en una 

formulaciOn de plataforma (acetato sOdico 50 mM, NaCl 51 mM, EDTA 0,05 mM, 

30 polisorbato 80 al 0,02%, arginina al 1,0% (base libre)), y so concentrO pars Is 

estabilidad. Se filtrO por diÆiisis el ofatumumab en Is formulaciOn de plataforma usando 

un sistema do flujo tangencial do escala do (aboratorlo con tres membranas. DespuØs 

de Is filtraciOn por diÆlisis en el tampon de plataforma, el ofatumumab se concentrO a 

una concentraciOn maxima de 179 mg/ml. El procedimiento compieto tardaba 

35 aproximadamente tres dies do trabajo en completarse y el rendimiento era 96,1%. 
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PartØ de los 179 mg/mI so dlluyeron con:eI tampon do Is formulaciOn de piataform[ 

� modo que podia estudiarse un intervalo do concentraciones do -20 -170 mg/mi. 

/ Ejemplo 3.1: Preparaclón do ofatumumab on .formulaólón estÆndar 

� . . piataforma pare Is comparaclOn directa del aspecto general (AG) 

5 Se preparO un anticuerpo anti-CD20 (ofatumumab) en ’la formulaciOn estÆndar y 
Is formiIaciOn do plataforma (una realizaciOn do Is presente invenciOn) con una 

� / concenraciOn do 20 mg/ml pare Is cornparaciOn directs del aspecto general a lo largo 

� / . . 
. El 

� . anticuerpo antl-CD2O en las formulaôiones estÆndar y do piataforma so filtraron usando 3’"’f" 

� / 
10 un filtro de membrane de 0,2 pm do baja uniOn do proteins. DØspuØs do to. filtraciOn, 

äada formuiaciOn so cargo hasta 3 ml en violas de 5 cc, so taparon y doblaron hacia 

dentro, usando una tØcnica .estOril . en Is campana limpia; Dos violas do cadó 

I� formutaciOn se pusieron en un agitador con control do temperatura. .IoS..Miajese 

/ . � aona35 unatneraturade55°C, Durante Is agitaciOn con caientamiento1 
15 se observO el aspecto general, como Se des( n be en iójjimp1 ij?iOdia f& SL 

. . .

 �..-�-� / 

a lo largo do un periodo do tiempo do 42 horas. Las figuras 1. y.2 muestran las 

fdrmuaconesestandarydeiaforma,respecth,amentd, despus de 18,5 hones de 

� /. agitaciOn con calentarniento. Los resuitados del aspScto general dot estudlo do 

agitacion indicaban que Is formulacOriestdaTgenera partIcula a 10 largo del tiempo 
20 cuindo se soffie o 55°C, rnÆs rapidarnente quota 

’fdfrrfutaciondplataforma 

� � Ejemplo 3.2: AG, Estudlo do agitaciôn do 18,5 h - Aspecto general do 

ofatumumab, 20 y 100 mg/nil : � 

� �: � � En Is siguiente table so presents el aspecto general (AG) do las muestras en un 
� 

�. 25 estudlo de agltaciOn del mAb anti-CD20. El AG Se completO usando un mØtodo general 

/ 
quo so puede user pare una soluciOn do ahticuØrpo lgG quo describe et color, 

� transpärencia y materia en particulas visible � � 

/ : � � � : � � . 

�. . . ... . � � .. � . . . 
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Tiempo de la aciitaclôn Asoeçto 

Inicial 

EstÆndar Transparente, incoloro, 12 particulas presentes 

plataforma Transparente, incoloro, sin particulas 

i85horas 

EstÆndar 
Transparente, incoloro, varies particulas grandes 

presentes 

plataforma Transparente, Incoloro, sin particulas 

42 horas - 

EstÆndar Turbio�, incoloro, varies particulas grandes presentes 

plataforma Ligeramente turbio, Inco(oro, sin particulas 

EjØmplo 4: Para determiner Is estabilidad tØrmica de Is soluciôn do 

ofatumumab en el tampôn estªndar y de plataforma por calorimetrIa diferencia de 

barrido (DSC). 

5 Con elfin de completer de forms adecuada el ensayo por DSC, se hicieron los 

barridos de los tampones solos . y con protetna. La proteins en las formulaciones 

estÆndar y de plataforma Se dlluyeron a .1 mg/ml como se presents en el ejemplo 4.1. 

Los datos se adquirieron ajustando el DSC a barrido de 5 - 80°C a una velocidad de 

barrido de 70°C por hors con un equilibrado de 15 minutos antes de coda barrido. El 

10 volurnen de Is celda de muestra del DSC as - 0,5 ml. DespuØs de hacer los barridos 

del tampon y Is proteins, los barridos del tampon se podlan rester del barrido de Is 

proteins. Se obtuvo una concentraciOn de Is proteins en las muestras pare corregir Is 

concentraciOn on coda barrido (vØase, ejemplo 4.2). Se obtuvieron los valores de 

°C, iniclo del desdoblamiento, 
Tm, 

°C,  temperature de desnaturalizaciOn (a Is transiciOn 

15 maxima) y T112, °C,  Is anchura del pico 
a 

mitad de altura (refleja los cambios en Is 

estructura terciaria y cooperatividad de (as transiciones) pars el ofatumumab para 

coda formulaciOn (vØase, ejemplo 4.3). Los barridos de- DSC. se.pueden-ver-en4a-flgufa--. 

3 B tanto en ! formulacion 

20 tanto se esperariag - .j raperfilesde.tabilidad tOrmica similares. 
- 

Ejempto 4.1: Preparaclón do Is muestra pars Is caracterización. blofisica 

del estudio de pH de ofatumumab 

1. DILUCIONES 
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pH - Tampon - Con. 

Iniclal 

DlluciOn a I mg/rn) para DSC 

ml de ml de 
mglml muestra tampOn 

6.5 citrato 30 mM, ’NaI 100 mM 17 0,1 1,6 

Formu/acion 

estÆndar 

5.5 - acetato 50 mM, NaCI5I mM 20 0,075 1,43 

Formulación EDTA 0,05 mM, kg 1%, 

plate forina Tween-80 0,02% 

Ejemplo 4.2: MEDICIONES DE A280 

pH TampOn Con. Conc. medida de diluciOn de 

lnicial 0,5 mg/ml 

mg/mi mg/mi MM* 

6.5 citrato 30 mM, NaCl 100 mM 17 0,517 0,00345 

Formulación 

estÆndar 

- 

5.5 acetato 50 mM, NaCI5I mM, 20 0,444 0,00296 

Formulación EDTA 0,05 mM, Arg 1%, 
plate forma Tween-80 0,02% 

*se usa para normalizer los barridos de DSO. 

Preparar una muestra, blanco, con el correspondiente tampOn, leer 3 veces. 

5 Ussr una cubeta de 1 cm. Restar Ia absorbancia a A320 antes de dMdir entre el 

coeficiente de extinclOn (1,49). 

10 

Ejemplo 4.3: Resultados de DSC 

Muestra pH Tampon T, 

oc 

Tm, 

oc 

T112, 

oc 

Notas 

FormulaciOn 6,5 citrato 30 mM, NaCl 100 62 68,8 2,9* 

estOndar mM 

FormulaciOn 5,5 acetato 50 mM, NaCI 51 60 68,4 3,2* Similar a la 

plataforma mM, EDTA 0,05 mM, Arg formulación 

1%, Tween-80 0,02% estÆndar 
* Los valores de T112 se determinaron manualmente. La contrlbuciOn 
exotØrmica de la agregaciOn distorsiona la Ilriea de valores iriiciales, por lo quo 
estos valores pueden ser artificialmente pequetios. 

I! 
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En realizaciones mÆs detalladas, la formulaciOn de anticuerpo anti-CIJ20 de la 

presente Invención se puede usar para tratar a un sujeto con un trastomo 

tumorigØnico, p. ej, un trastomo caracterizado por la presencia do cØlulas tumorales 

que expresan CD20 incluyendo, por ejemplo, linfoma de cØlulas B. p ej, LNH. Los 

5 ejemplos de enfermedades tumorigØnicas que se pueden tratar y/o prevanir, incluyen 

linfoma de cØlulas B, p. ej. LNH, leucemia/linfoma linfoblØstico de cØlulas B precursoras 

y neoplasmas de cØlulas B maduras, tat como leucemia linfocitica crOnica de cØlutas B 

(LLC)Ilinfoma linfocltico pequeflo (LLP), leucemia prolinfocitica de cØlulas B, linfoma 

linfoplasmacitico, linfoma de cØlulas del manto (LCM), linfoma folicular (LF), incluyendo 

10 �LF de grado bajo, grado intermedio y grado alto, linfoma del centro del foliculo cutÆneo, 

linfoma de cØlulas B de zona marginal (tipo MALT, tipo nodal y esplØnico), leucemia de 

cØtulas pilosas, linfoma do cØlulas B grandes y difusas, linfoma de Burkitt, 

plasmacitoma, mieloma do cØlulas ptasmÆticas, trastorno linfoproliferativo 

postrasplante, macroglobulinemia do Waldenstrom y linfoma anaplasico do cØlutas 

15 grandes (LACG). 

Otros ejemplos do linfomas de no Hodgkin do cØlulas B son granulomatosis 

linfomatoide, linfoma do efusión primaria, linfoma de cØlulas B grandes intravascular, 

linfoma de cØlulas B grandes en mediastino, enfermedades de la cadena pesacla 

(incluyendo enfermedades de gamma, mu y atfa), linfomas inducidos por terapia con 

20 agentes inmunosupresores, tales como linfoma inducido por ciclosporina y linfoma 

inducido por metotrexato. 

En otra realizaciOn, la formulaclón de anticuerpo anti-CD20 do la presente 

invenciOn se puede user para tratar el linfoma de no Hodgkin. 

Los ejemplos de trastomos (enfermedades) Inmunes en Jos que las cØlulas 

25 expresan CO20 que Se pueden tratar y/o prevenir por una formulaciOn do anticuerpo 

anti-CD20 de la presente invenciOn Incluyen enfermedades autoinmunes, tales como 

psoriasis, artritis psoriÆtica, dermatitis, escierodermia sistemica y esclerosis, 

enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), enfermedad de Crohn, colitis ulcerative, 

sindrome do dificultad respiratoria, meningitis, encefalitis, uveltis, glomerulonefritis, 

30 eczema, asma, aterosclerosis, deflciencia de adhesion leucocitaria, esclerosis mOltiple, 

sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren, diabetes do inicio juvenll, enfermedad de 

Reiter, enfermedad do Behcet, nefritis por inmunocomplejo, nefropatla IgA, 

polineuropatIas 1gM, trombocitopenias inmunomediadas, tales como pUrpura 

trombocitopØnica IdlopÆtica aguda y pUrpura trombocitopenica idiopÆtica crOnica, 

35 anemia hemolitica, miastenia grave, lupus eritematoso sistØmico, artritis reumatolde 
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(AR), dermatitis atOplca, pØnfigo, enfermedad de Grave, tiroiditis do Hashimoto,  

granulomatosis de Wegner, sindrome do Omenn, insuficiencia renal crónica, 

mononucleosis infecciosa aguda, VIH y enfermedades asociadas con al virus del 

herpes. Otros ejemplos son sindrome do dificultad respiratoria grave y coriorretinitis. 

5 Ademas, otras enfermedades y trastornos lncluyen los causados por o mediados por 

infección de cØtulas B con virus, tales como el virus do Epstein-Barr (VEB). 

Otros ejemplos de trastomos Inflamatorios, inmunes y/o autoinmunes en los 

quo los autoanticuerpos y10 la actividad excesiva de linfocitos B son prominentes y que 

Se pueden tratar y/o prevenir por la formulaclón de anticuerpo anti-C D20 de (a presente 

10 invericiOn, incluyen los siguientes: vasculitis y otras enfermedades de los vasos, tales 

como poliangeltis microscópica, sindrome de Churg-Strauss y otras vasculitis 

asociadas con ANCA, poliarteritis nodôsa, vasculitis crioglobulinØmica esencial, angitis 

leucocitoclÆstica cutØnea, enfermedad de Kawasaki, arteritis de Takoyasu, artritis de 

cØlulas gigantes, prpura de Henoch-Schonlein, angitis cerebral primaria o aislada, 

15 eritema nodoso, tromboangitis obliterante, pOrpura trombocitopØnica trombôtica 

(incluyendo sindrome urØmico hemolitico), y vasculitis secundaria, incluyendo vasculitis 

feucocitoclâstica cutØnea (p. ej., secundaria a hepatitis B, hepatitis C, 

macroglobulinemia de Waldenstrom, neoplasias de cØlulas B, artritis reumatoide, 

sindrome do Sjogren, o lupus eritematoso sistemico); otros ejemplos son eritema 

20 nodoso, vasculitis atØrgica, panicutitis, enfermedad do Weber-Christian, pUrpura 

hiperglobulinemica y enfermedad de Buerger; trastomos do Ia piel, tales como 

dermatitis do contacto, dermatosis de IgA lineal, vitlligo, pioderma gangrenosa, 

epidermolisis bullosa adquirida, pØnfigo vulgar (incluyendo penfigoide cicatrizat y 

penfigoide bulloso), alopecia areata (incluyendo alopecia universal y alopecia total), 

25 dermatitis herpetiforme, eritema multiforme y urticarla autoinmuno crOnica (incluyendo 

edema .angioneurOtico y vasculitis urticÆrial); citopenias inmuriomediadas, tales como 

neutropenia autoimmune y aplasia pura do glObulos rojos; enfermedades del tejido 

conujuntivo, tales como lupus del SNC, lupus eritematoso discoide, sindrome do 

CREST, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, polimiositis/derrnatomiositis, miositis 

30 por cuerpos de inclusion, amiloidosis secundaria, crioglobulinemia de tipo I y tipo II, 

fibromialgia, sindrome de anticuerpos contra fosfolipidos, hemofilia secundaria, 

policondritis recidivante, sarcoidosis, sindrome do la persona rigida y fiebre reumØtica; 

un ejemplo adicional es Pa fascitis eosinOfila; artritis tales como espondilitis 

anquilosante, artritis crOnlca juvenhl, enfermedad de Still del adulto y sindrome de 

35 SAPHO; otros ejemplos son sacroileltis, artritis reactiva, enfermedad de Still y gota; 
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trastornos hematolOgicos tales como anemia aplÆsica, anemia hemolitica primana 

(iricluyendo sindrome de la aglutinina), anemia hemolitica secundaria a LLC 0 lupus 

eritematoso sistemico; sindrome de POEMS, anemia pemiciosa y piprura 

hiperglobulinØmica de Waldemstrom; otros ejemplos son agranulocitosis, neutropenia 

5 autoimmune, enfermedad de Franklin, enfermedad de Seligmann, enfermedad de Is 

cadena mu., sindrome paraneoplØsico secundario a timomas y linfomas, y formacióri 

de inhibidor del factor VIII; endocrinopatlas, tales como poliendocrinopatla y 

enfermedad de Addison; otros ejemplos son hipogtucemia autoinmune, hipotiroidismo 

autoinmune, sindrome de insulina autoinmune, tiroiditis de Quervain y resistencia a 

10 insulina mediada por anticuerpo del receptor de insulina; trastornos hepato-

gastrointestinales, tales como enfermedad celiaca, enfermedad de Whipple, cirrosis 

biliar primaria, hepatitis activa crOnica y colangitis esclerosante primaria; otro ejemplo 

es la gastritis autoinmune; nefropatlas, tales como glomerulonefritis progresiva rÆpida, 

nefritis postestreptocócica, sindrome do Goodpasture, glomerulonefritis membranosa y 

15 nefritis crio.globulinØmica; otro ejemplo es la enfermedad do cambio minima; 

enfermedades neurolôgicas, tales como neuropatlas autoinmunes, mononeuritis 

mCltiples, sindrome miastØnico Lambert-Eaton, corea de Sydenham, tabes dorsal y 

sindrome de Gufllain-Barr; otros ejemplos son mielopatia/paraparesis espØstica 

tropical, miastenia grave, polineuropatla desmielinizante inflamatoria aguda y 

20 polineuropatIa desmielinizante inflamatoria crOnica; enfermedades cardiacas y 

pulmonares, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crOnica (EPOC), alveolitis 

fibrosante, bronquiolitis obliterante, aspergilosis alØrgica, fibrosis cistica, sindrome de 

Loffler, miocarditis y pericarditis; otros ejemplos son neumonitis par hiporsensibilidad y 

sindrome paraneoplÆslco secundario a cØncer de pulmon; trastomos alergicos, tales 

25 como asma bronquial y sindrome do hiper-IgE; otro ejemplo es amaurosis fugax; 

trastomos oftalmolôgicos, tales como coriorretinitis idiopØtica; enfermedades 

infecciosas, tales como infecciôn por parvovirus B (incluyendo el sindrome en guantes 

y medias); y trastornos ginecológico-obstØtrico, tales coma aborto recurrente, pØrdida 

fetal recurrerite y retraso del crecimiento intrauterino; un ejemplo mØs es el sindrome 

30 paraneoplÆsico secundario a neoplasmas ginecolOgicos; trastomos reproductivos en el 

hombre, tales como sindrome paraneoplØsico secundario a neoplasmas testiculares; y 

trastomos derivados de transpiante, tales como rechazo de aloinjerto y xenoinjerto, y 

enfermedades do injerto contra huØsped 

En una realizaciOn, la enfermedad quo imptica cØlutas que expresan CO20 es 

35 una enfermedad inflamatoria inmune y/o autoinmune seteccionada de colitis utcerativa, 
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enferrnedad de .Crohn, diabetes de Inicio juvenil, escierosis mUltiple, trombocitopenias 

inmunomediadas, tales como pUrpura trombocitopØriica idiopâtica aguda y pirpura 

trombocitopØnica idiopÆtica crónica, anemia hemolitica (incluyendo anemia hemolitica 

autoinmune), miastenia grave, esclerosis sistØmica y pØnfigo vulgar. 

S Esta invención no estØ limitada en su alcance por las realizaciones especificas 

descntas en esta memoria. Por supuesto, diferentes modificaciones de la invenciôn 

adems de las descritas en esta memoria serÆn evidentes pars los expertos en la 

tØcnica a partir de Is descripciôn anterior. Dichas modificaciones so pretende que 

estØn dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. 

D 
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REIV1NDICACIONES 

1. Una formulaciOn de anticuerpo anti-0O20 que comprende una cantidad 

terapØuticamente eflcaz do un anticuerpo anti-CD20, en Ia que la formulaciôn 

5 comprende adomÆs acetato sOdico 10 a 100 mM, cloruro sOdico 25 a 100 mM, base 

fibre de arginina at 0,5 a 5%, ETA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 at 0,01 a 0,2% y estÆ 

ajustada a pH 5,0 a 7,0. 

2. La formulación de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicaciOn 1, en la quo et 

10 anticuerpo anti-CD20 se setecciona del grupo que consiste en: un fragmento de 

anticuerpo anti.CD20 monoclonal y un anticuerpo anti-CD20 de longitud entera. 

15 

3. La formulación do anticuerpo anti-CD20 de la reivindicaciOn 1, en Is que el 

anticuerpo anti-CD20 es un anticuerpo monoclonal. 

4. La formulaciôn de anticuerpo antl-CD20 do la reivindicaciOn 1, on Is que la 

formulaciOn es estable a una temperatura de aproximadamente 5°C durante at menos  

2 aæos. 

20 5. La formulaciOn do anticuerpo anti-CD20 do la reivindicaciOn 1, en la que la 

formulaciôn es estable a una temperatura do aproximadamente 25°C durante at menos 

3 meses. 

6. La formulación do anticuerpo anti-C D20 de la reivindicación 1, en la  quo la 

25 formulación es eatable a una temperatura do aproximadamente 40°C durante at menos 

I mes. 

7. La formutación de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicaciOn 1, en la quo la 

formulaciOn es estable a una temperatura do aproximadamente 55°C durante at menos 

30 Idla. 

S. La formulaciôri do anticuerpo anti-CD20 de la reivindicaciOn 1, en Is quo la 

formulación es estable en un intervalo de temperatura de aproximadamente 5 a 55°C 

durante at menos I dia con agitaclôn. 

35 
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9. 
22-9

 La formulaclôn de anticuerpo anti-CD20 do Is reivindicacion 1, en Is quo of 

anticuerpo anti-CD20 estâ presente en una cantdad de aproximadamente 20-300 

mg/mi.: 

5 10 La formulaciOri de anticuerpo anti-CD20 do Is reivindcacu5n 1, en Is que el 

acetato sOdico estÆ presente on una cantidad de aproximadamente 50 mM 

11 La formulac,ón  do anticuerpo anti-CD20 de (a reivinthcaciôn 1, en Is que Is 

formulac,ôn de anticuerpo antl-CD20 tiene pH aproximadamente 5,5 

10 

12 La formulacion de anticuerpo anti-CD20 de Is reivindicación 1, en  Is que el 

cloruro sódico estÆ presente en una cantidad do aproximadamente 51 mM 

13. La formulaci6n do anticuerpo anti-CD20 de Is reivindicaciOn 1, en Is quo Is 

15 base fibre de Is arginina estÆ presente en una cantidad de aproximadamente 1% 

14. La forrnulación de anticuerpo anti-CD20 do Is reivindicaciOn 1, en Is quo of 

EDTAestÆ presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM. 

20 15 La formulaciôn de anticuerpo antl-CD20 do Is  reivindicación 1, en Is quo of 

pollsorbato 80 estÆ presente en una cantidad de aproximadamente 0,02% 

16 Una formu(aciôn de anticuerpo antj-CD20 quo comprende un anticuerpo 

anti-CD20 en of intervalo de concentraclôæ do 20-300 mg/ml, en Is  que Is formulaciOn 

25 ademÆs comprende acetato sódico 50 mM, cloruro sódico 51 mM, base fibre  do Is 
arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, pohsorbatq 80 at 0,02%, y estÆ ajustada a pH 5,5 

17.. Una form�ulación do anticuerpo  ofatumumab que comprende ofatumumab 

en of intervalo do concentraciôn de 20-300 mg/ml, en Is  quo Is formulación ademÆs 

30 comprende acetato sôdico 50 mM, cloruro sodico 51 mM, base fibre do Is arginina al 

1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 at 0,02%, y esta ajustada a pH 5,5 

18 Un metodo para tratar una enfermedad quo implies cØlutas que expresan 
CD20 on un .mamlfero, quo comprende administrar una formulaciOn do anticuerpo anti-

35 CD20 quo comprende una cantidad terapØuticamente eficaz do un anticuerpo anti-
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CD2O, en el que la formulaciOn ademÆs comprende acetato sOdico 10 a 100 mM, 

cloruro sOdico 25 a 100 mM, base libre do la arginina at 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 

mM, potisorbato at 0,01 a 0,2% y estÆ ajustada a pH de 5,0 a 7,0. 

5 19. Un mØtodo pare tratar una enfermedad que implica cØlulas quo expresan 

CD20 en un mamifero, que comprende administrar una formutaciOn do antic uerpo 

ofatumumab que comprende ofatumumab en el intervalo de concentración de 20-300 

mg/ml, en at que la formulaciOn edemas comprende acetato sôdico 50 mM, cloruro 

sódico 51 mM, base libre de la arginina at 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 at 0,02%, 

10 y estØ ajustada a pH 5,5. 

46 i 20. El metodo de acuerdo con la reiviridicaciOn 18 O 19, en al que la formulaciOn 

so administra a un mamifero par via intravenosa o subcutÆnea. 

15 21. Un mØtodo do la reivindicación 18 O 19, en el que una enfermedad que 

implica cØlulas quo expresan CD20 so selecciona del grupo quo consiste en 

enfermedades tumorigØnicas y enfermedades inmunes. 

22. Un mØtodo de Ia reivindicactOn 21, en el que las enfermedades 

20 tumorigeriicas son hnfomas de cØtulas B seleccionados del grupo quo consiste en: 

leucemia/linfoma IinfoblÆstico de cØtulas B precursoras y neoplasmas de cØlutas B 

maduras, tel como leucemia Iinfocitica crónica de cØlulas B (LLC)Ilinfoma linfocitico 

pequefio (LLP), teucemia protinfocItica de cØtutas B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma 

de cØlulas del manto (LCM), linfoma folicular (LF), incluyendo LF do grado bajo, grado 

25 intermedio y grado alto, linfoma del centro del foitculo cutÆneo, linfoma de cØtulas B do 

zoria marginal (tipo MALT, tipo nodal y esplenico), Jeucemia do cØlulas pilosas, linfoma 

do cØtulas B grandes y difusas, linfoma de Burkftt, plasmocitoma, mietoma de cØtulas 

plasmÆticas, trastomo linfoproliferativo postrasplante, macroglobulinemia do 

Waldenstrom y linfoma anaplÆsico do cØlutas grandes (LACG). 

30 

23. Un mØtodo de la reivindicación 21, en el quo las enfermedades inmunes se 

seleccionan del grupo de:. psoriasis, artritis psoriatica, dermatitis, escierodermia 

sistØmica y esclerosis, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), enfermedad de 

Crohn, colitis utcerativa, smndrome do dificultad respiratoria, meningitis, encefalitis, 

35 uveitis, glomorulonefritis, eczema, asma, ateroscierosis, deficiencia do adhesion 



leucocitaria, escierosis miltiple, sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren, diabetes 

de inicio juvenil, enfermedad de Reiter, enfermedad de Behcet, nefritis por 

inmunocomplejo, nefropatla IgA, polineuropatias 1gM, trombocitopenias 

inmunomediadas, tales como pirpura trombocitopØnica idiopÆtica aguda y pirpura 

5 trombocltopØnica idiopØtica crónica, anemia hemolitica, miastenia grave, lupus 

eritematoso sistØmico, artritis reumatoide (AR), dermatitis atópica, pØrifigo, enfermedad 

do Grave, tiroiditis de Hashimoto, granulomatosis de Wegner, sindrome de Omenn, 

insuficiencia renal crónlca, mononucleosis infecciosa aguda, VIH y enfermedades 

asociadas con el virus del herpes. 

10 

24. Una formulación de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicación I O 16, en la 

qua el anticuerpo anti-0D20 se selecciona del grupo quo consiste en rituximab, 

tositumomab, ocrelizumab, 7D8, 11138, 06, IMMU-106, AME-133 yTR.0-015. 

15 25. Un metodo de la reivindicaclón 18 o 19, en el que una enfermedad que 

implica cØlulas que expresan CD20 es la EPOC. 
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RESUMEN 

Esta Invención se refiere a formuaciones de anticuerpo estables a la 

temperatura y la cizalladura, que son mÆs estables comparadas con uria formulaciOn 

estØndar (tal como citrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5) Las formulaciones de 

5 ariticuerpo estables a la temperatura y Ia cizaHadura de Is presente invencióri 

mostraron manor precipitaciOn cuando so sometlan a condiciones de tension, mientras 

quo la formulación estÆndar so habla. agregado. Este resuttado era impredecible 

porque termodinÆmicamente las dos formulaciones son similares, como so ye por sus 

perfiJes de DSC (calorimetria diferencial de barrido). 

0 
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Figura I 

Figura 2 
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5 Figura 3: Barrido DSC 

La transiciôn de desdobamiento se acopla con la agregaciôn. Las Tm aparerites son: 
Tm, plataforma = 68,4°C 

Tm, estÆridar = 68,8°C 

10 Un ATm > 0,5°C se considera significativo. 

-RefMat, citrato 30 mM pH 6,5 + NaCl 100 mM 

I �s Plataforma, acetato 50 mM pH 5,5 + NaCl 51 mM, EDTA 0,05 mM, Arg 1%, Tweeri80 0,02% 
200-
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