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ANTIBODY FORMU’,LATIONS
FIELD OF THE INVENTION e _j_ N
| Thls mventwn relates to shear and the temperature stable ant:body fonnulanons

‘. BACKGROUND OFTHEINVENTION i !_ | ‘
Protems are 1arger and more complex than traditxonal organic and inorgamc drugs (x e

‘_ possessmg multlple ﬁmctlonal groups in addmon to complex three~d1mens1ona1 structures), and

- the formulanon of such protems poses SpﬂClal problems Fora protem to remain blologlcally
| actwe a formulaticn must preserve the mtact conformhtional mtegnty of at least a core sequence

ef the protem 5 amino acxds whxle at the same ume protectmg the protein's ‘multiple functxonal
groups ﬁ'om degradatlon. Degradatlon pathways for protems can involve chemical instability
v | (1 e any process ‘which mvolves medlﬁcatlon of the pxotem by bond formation of cleavage

; o ;resultmg ina new chem1cal entlty) or physical mstablhty (i.c. changes in the hlgher order
o structure of the protem) Chemlcal mstab1hty ca.n result ﬁ:om deamldatxon, raeemxzatlon,
., hydrolysxs, omdatxon, beta elimination or chsulfide exchange Physncal mstabxhty can result from '
” ff denaturation, aggregauon, preclpnatmn or adsoiptxon,, for example The three most common -

E ‘protem degradanon pathways are protem aggregatmn deamxdahcn and oxidation. Cleland et al,

i Cntlcal Rev1ews in Therapeutlc Drug Carrier Systems 10(4): 307-377 (1993).
! The CDZO molecule (also called human B»lymphocyt&resﬂxeted differentiation antigen
lor Bp35) isa hydrephohlc transmemhrane protem w1th a molecular weight of approxnmately 35

| kD located on pre-B and mature B Iymphocytes (Valentme et al. (1989) J. Biol, Chem.

| 264(19):11282-11287; and Bmﬁeld ctal. (1988) EMBO 1. 73):71 1-717) CD20 is found on the

| surface of groater than 90% of B cells from peripheral blood or Iymphoid organs and is

“ : expressed dunng early pre-B cell deveIOpment and rctnams until plasma cell differentiation.
& ,CDZO is present on both normal B cel]s as well as mahgnant B cel]s In particular, CDZO is
j ‘;expressed on greater than 90% of B cell non-Hodgkms lymphomas (NHL) (Anderson et al.
_1(1984) Blcod 63(6) 1424-1433), but is not found on hematopoxenc stem cells, pro~B cells,

| normal plasma cells, or other normal tissues (Tedder et ol (1985) J. Immunol. 135(2):973-979).

The 85 amino acxd carboxyl-terthmal regnon of the CD20 protein is located within the

q;sueh as IgM, IgD, and IgG heavy ehams or hlStOCOmPatlbﬂlty antlgens class Il alpha or .beta.

cytoplasm, The length of this reglon contrasts with that of other B cell-speclfie surface structures
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chains, which have relatively short intracytoplasmic regions of 3, 3, 28, 15, and 16 amino acids,
respectively (Komaromy et al, (1983) NAR 11:6775-6785). Of the last 61 carboxyl-terminal
J amino acids, 21 are acidic residucs, 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) Eur.J. Immunol. 16:881-887) and
" could function as a calcium ion channel (Tedder et al. (1990) J. Cell. Biochem. 14D:195).

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

‘i 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 ncoplastic cells.
HuMax-CD20™ (ofatumumab), described as 2F2 antibody in W02004/035607, is a fully

human IgG1,x high-affinity antibody targeted at the CD20 molecule in the cell membrane of B-
cells, HuMax-CD20™ is in clinical development for the treatment of non-Hodgkin's lymphoma
(NHL), chronic lymphocytic leukemia (CLL), and rheumatoid arthritis (RA). Sec also Teeling et
al., Blood, 104, pp 1793 (2004); and Teeling et al., J. 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 ofatumpmab, rituximab, tositumomab, ocrelizumab
{ (2H7.v16), 11B8 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-
f 106 (from Immunomedics), an anti-CD20 antibody disclosed in W02004/103404 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

l 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 frbm the foregoing description. Such modifications are
intended to fall within the scope of the appended claims.

Although one embodiment is adapfed 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 antibodics, or fragments of monoclonai or polyclonal antibodies.

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, 0.5
to 5% arginine free base, 0.02 to 0.2 mM EDTA, 0.01 ©00.2 % polysorbate 80 and adjusted to
pHS50t07.0. | '_

In another embodiment, the invention relat{m 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 cmbodiment,
the antibody is an anti-CD20 antibody fragment, sﬁph 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 ofaturmumab, wﬁerein 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, 0.01t0 0.2 % poiysorbate 80 and adjusted to pH 5.0 to 7.0.

In onc embodiment, the invention relates to an ofatumumab formulation comprising an
ofatumumab in the concentration range 0f 20-300 mg/mL, wherein the formulation further
comprises 50 mM sodium acetate, 51 mM sodium cflloride, 1% arginine free base, 0.05 mM
EDTA, 0.02% polysorbate 80, and adjusted to pH 5.5. ‘

In yet another embodiment, the invention relétes to an anti-CD20 antibody formulation
wherein the formulation is stable for at least 2 yea‘rs.ll In another embodiment, the invention

“relates to an anti-CD20 antibody formulation whereii; the formulation is stable at temperatures
x ‘up to at least 55°C. In another embodiment, the invéntion 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
anti-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, 55mM, 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 51mM, 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 4510 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%.
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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 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. 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, €.g., autoimmune discases. Examples of tumorigenic diseases which can be
treated and/or prevented include B cell lymphoma, ¢.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
myeloma, post-transplant lymphoproliferative disorder, Waldenstrom's macroglobulinemia, and
anaplastic large-cell lymphoma (ALCL). Examples of immune disorders in which CD20
expressing B cells are involved which can be treated and/or prevented include psoriasis, psoriatic
arthritis, dermatitis, systemic scleroderma and sclerosis, inflammatory bowel disease (IBD),
Crohn'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, Behcet's disease, immune complex nephritis, IgA nephropathy, IgM polyneuropathies,
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immune-mediated thrombocytopenias, such as acute idiopathic thrombocytopenic purpura and
chronic idiopathic thrombocytopenic purpura, hemolyﬁc anemia, myasthenia gravis, lupus
nephritis, systemic lupus erythematosus, theumatoid 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 discases. Further
examples are severe acute respiratory distress syndrome and choreoretinitis. Yet further
examples are discases and disorders caused by infection of B-cells with virus, such as Epstein-
Barr virus (EBV). Yet a further example is COPD.

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 therabeutically 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 CD20 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 arc 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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"' Figurel 1llustrates the standard formulatwn (RefMat) of antl-CDZO antlbody at 20

e " mg/mL (30 mM citrate, 100mM NaCl, pH 6.5) in duplicate.

Fxgure 2 dlustrates one embodxment of the mventwn (PlatForm) formulanon ef antx- ‘
CDZO antibody at 20 mg/mL (50 mM sodlum acetate, sodlum chloride (51 mM), 1% argxmne
, 0 02%‘ ?polysorbate 80 and adjusted to pH to 5.5 thh HCI) in -

B 'duplicate

xxxxx

L DETAILED DESCRIPTION OF THE INV'ENTION

i In another embodlment, the mventxon provxdes for an unexpected stabzllty seen for a . B
Qo formulation under slmultaneous stress. eondmens of elevated temperature and shalung at 55°C.

A futther embodlment of the mvenhon xs 2 more stable formulatmn than compared to a

.”"3 standard formulanon (such as 30 mM cltrate, lOOmM NaCl, pH 6. 5), The present invention’s

R fofmulanon showed reduced preclpmatlon (remained clear) when subjected to stress conditions
 butthe standard formulatlon had aggregated. 'I‘hxs result was unpredletable because "

o thermodynamlcally the two formulations are s1m11a.r as seen by their DSC (dlfferentlal scanmng -

In the desenptlon of the present mventmn, eertam terms are used as deﬁned below
The term "protem formulation” or anubody fermulatxon" refers to prepara‘aons which

iy effectwe, and whxeh contam no addmonal eomponents wluch are toxxe to the subjects to whxch o

: _the formulanon would be admmlstered :
| | R "Pharmaceutlcally aeceptable" exclpxents (vehlcles, addmves) are those whlch can
o wreasonably be admmnstered to a subject mammai 0 prowde an eﬁ'ectlve dose of the actlve

SrmpEsen L t P S
i Flgure 3 graphxcally 1llustra1es aeompatxson of a.ntx-CDZO an’abody thermal stabxhty in a
ey 'formulatmn embodlmmt of the inventlon (PlatForm) and standar d formulation buffers (RefMat) ‘
|, byDSC. Thermodynamically, the tio formulations are similar as seen by their DSC profiles
£ ; ‘smce thg change m apparent Tm 1s 1ess ﬂaan 0. 5°C between the formulatxons : '

U One embod;ment of the present mventlon relates to shear and temperature stable antibody :

f,are in such form as to permlt the blologleal actxvxty of the active mgredlents tobe uneqmvocally |
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ngredient employed. For example, the concentration of the excipient is also relevant for

cceptability for injection.

A "stable" formulation is onc in which the protein therein essentially retains its physical
and/or chemical stability and/or biological activity upon storége. 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 (1991)

| 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 a biopharmaceutical 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 (MALDI/TOF MS), for example, Other types of
chemical alteration include charge alteration (¢.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
o%motic pressure as human blood. In one embodiment, the isotonic formulations of the invention
inll generally have an osmotic pressure in the range of 250 to 350 mOsm. In other

embodiments, isotonic formulations of the invention will have an osmotic pressure from about
350 to 450 mOsm. In yet another embodiment, isotonic formulations of the invention will have
an osmotic pressure above 450 mOsm. Isotonicity can be measured using a vapor pressure or
i#e—frcezing type osmometer for example.

C As used herein, "buffer" refers to a buffered solution that resists changes in pH by the
f«ilction of its acid-base conjugate components, In one embodiment, the buffer of this invention
Las a pH in the range from about 4.5 to about 6.0; in another embodiment, from about 4.8 to
‘Fbout 5.8; and in a further embodiment, a pH of about 5.5. Examples of buffers that will control
the pH in this range include acetate (e.g. sodium acetate), succinate (such as sodium succinate),
1‘} gluconate, 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 ¢ffective 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 chronic and acute disorders or
| discases including those pathological conditions which predispose the mammal to the disorder in
question. In a preferred embodiment “disorder” is a discase 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 octadecyldimethylbenzyl ammonium
choride, hexamethonium chloride, benzalkonium 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. bispecific 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") 5,
and Fv fragments; diabodies; lincar 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 homogencous antibodies, i.c., 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), cach
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. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), for example.

"Humanized" forms of non-human (¢.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
hypervariable 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
immunoglobulin are replaced by corresponding non-human residues. Furthermore, humanized
antibodics may comprisc 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

10
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domains, in which all or substantially all of the hypervariable 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 (Fc), 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 "sFv" antibody fragments comprise the Vi and Vi, domain of
antibody, wherein these domains are present in a single polypeptide chain, Generally, the Fv
polypeptide further comprises a polypeptide linker between the Vi and Vi, domains which
enables the SFv to form the desired structure for antigen binding. For a view of sFv sce
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 (V w) connected to a light chain
variable domain (Vi) in the same polypeptide chain (Vx and Vy). 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(10):1057-1062 (1995). Briefly, these
antibodies comprise a pair of tandem Fd segments (Vi --Cy --V m --Cy1) 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.

11
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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

12
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| Example 1.1' Preparaﬁon of the platform formulaﬁon buffer

In one embodiment of thej invent n, 4 Titers of acetate buffer were prepared n thlS

| ;:‘f' embodlment, the final buffer was éomp: i ted of 50 mM sodmm acetaie, 0.05 mM EDTA, 51 mM .

i NaCl 1 0% gmme, 0 02% Polysorbaté 80, pH 5 S 'I’he buffer Was prepared by dlssolvmg
i :. Q | ';\ .. ‘sodlum aatetate trihydrate, edetate msod:um (ED’I‘A), polysorbate 80 and L-arginine free base
pT 3 into 3. 5L of demmzed water Once the pH was adjusted t 5. 5 usmg 3N HCI, the volume was
o ‘brought up 10 4. OL and the buﬁ'er was ﬁltered usmg a 0 45 um filter unit. The buffer can then be

xa_mple 21 ;Prépsiéﬁon ‘of Ofét"llrllillllljljl‘ia(:“)iiﬁ a ﬁlt;f?'tform -fomuiaﬁon buffer -

By In one embodlment of the mvennon, ofatumumab was dlaﬁltrated into & plaifcrm
,-formulanon (50 mM Sodmm Acetate, 51 mM NaCi, a osmM EDTA, 0.02% Polysorbate 80, and

'L 0% Arginine (ﬁ*ea-base)) and concentrated for stab;hty Ofatumumab was diafiltrated in to the

,platform formulanon usmg a lab-Scale tangentxal ﬂow system w1th threc membranes After the

e of 179 mg/mL ’I’he entire processf.t’ ok approx:mately 1 e,’workmg days to completc and the
| yicld was 96.1%. Some of the 179 me/mL. wa

i 179 mg/mL could be stdied.

S ‘conccntratwn rangc of ~2()

o Example 3. : Preparatlon of ofatumu ab in‘ Standard d Platform Formulation for
i General Appearance (GA) Direct Comparison

: “'_platform (one embodxment ofthe present mVentmn) fonnulatmn at a concentratlon of 20 mg/mL

. ‘for general appearance in du'ect companson ovcr a; 12 Week tlme penod and for shake :

inthe art., except Where éthgnﬁsé described

i j,stored at 2~8°C untxl use The fonnulatwn o descnbed m the present apphcauon refers to “% ,’ -

| dlaﬁltratmn mto the platform buﬂ’er, ofatmnumab was conccntrated toa maximum concentration .

d th platform formulatxon buffer s0 that a

An antx-CDZO antibody (ofatumumab) was ;prepared m the standard formulatnon and the
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using a low protein binding 0.2 um membrane filter. After the filtration, each formulation was
filled at 3 mL 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 temperaturc control. The vials
were shaken at 325 RPM at a temperature of 55°C. During the shaking with heat, 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 heat. 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 hrs Shake study-General Appearance ofatumumab, 20 and 100
mg/mL
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

1 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 _glightly 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 mL. 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 Ty, °C, start of unfolding , Tm, °C, denaturation temperature (at transition maximum)
and Typ, °C , the width of the peak at half-height (reflect changes in tertiary structure and
cooperativity of the transitions) were obtained for ofauunumab 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:
1. DILUTIONS » '

pH Buffer Initial Dilute to 1 mg/ml
cone. for DSC
mg/ml . ml ml
. . sample buffer
6.5 30 mM citrate, 100mM NaCl | 17 0.1 1.6
Standard ‘
Formulation
5.5 50 mM acetate, 51 mM 20 0.075 | 1.43
NaCl, 0.05 mM EDTA, 1% ,
l{:i‘j:nﬁ’;l'z ion | Aré 0.02% Tween-80

Example 4.2: A280 MEASUREMENTS

pH Buffer Initial Measured conc. of
cone, 0.5 mg/ml dilution
mg/ml mg/ml | mM*

6.5 30 mM citrate, 100mM | 17 0.517 | 0.00345

Standard NaCl

Formulation ,

5.5 S0 mM acetate, 51 mM | 20 0.444 | 0.00296

Platform NaCl, 0.05 mM EDTA,

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).

15
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Example 4.3: DSC results

Sample pH | Buffer Tows | Tumo Tin, | Notes
°C °C °C
Standard 6.5 | 30 mM citrate, 100 62 68.8 | 2.9%
Formulation mM NaCl I
Platform 5.5 | 50 mM acetate, 51 60 68.4 | 3.2% | Similarto
Formulation mM NaCl, 0.05 mM ‘ Standard
EDTA, 1% Arg, Formulation
0.02% Tween-80 :

o *The Ty 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 CD20 including, for example, B cell lymphoma, ¢.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, cutancous 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 Vlymphoproliferative disorder,
Waldenstrom's macroglobulinemia, and anaplastic ‘lafge-cell lymphoma (ALCL). |

Further examples of B cell non-Hodgkin's 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

16
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autoimmune disorders, such as psoriasis, psoriatic arthritis, dermatitis, systemic scleroderma and
sclerosis, inflammatory bowel disease (IBD), Crohn'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, Behcet's disease, immune complex
nephritis, IgA nephropathy, IgM 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 autoimmune 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, Churg-Strauss
syndrome, and other ANCA-associated vasculitides, polyarteritis nodosa, éssential '
cryoglobulinaemic vasculitis, cutancous 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 vasculitides, including cutaneous leukocytoclastic
vasculitis (e.g., secondary to hepatitis B, hepatitis C, Waldenstrom's macroglobulinemia, B-cell
neoplasias, theumatoid arthritis, Sjogren's syndrome, or systemic lupus erythematosus); further
examples are erythema nodosum, allergic vasculitis, panniculitis, Weber-Christian disease,
purpura hyperglobulinacmica, and Buerger's discase; skin disorders, such as contact dermatitis,
linear IgA dermatosis, vitiligo, pyoderma gangrenosum, epidermolysis bullosa acquisita,
pemphigus vulgaris (including cicatricial pemphigoid and bullous pemphigoid), alopecia arcata
(including alopecia universalis and alopecia totalis), dermatitis herpetiformis, erythema

multiforme, and chronic autoimmune urticaria (including angioneurotic edema and urticarial

17

»
V"



( * b‘-“"‘“’"'a‘

WO 2009/009407 PCT/US2008/069125

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 discase, polymyositis/dermatomyositis, inclusion body
myositis, secondary amyloidosis, cryoglobulinemia type I and type Il, 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, autoimmune neutropenia, Franklin's disease, Seligmann's
disease, .mu.-chain disease, parancoplastic syndrome secondary to thymoma and lymphomas,
and factor VIII 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 cirrhésis, chronic active hepatitis, and primary sclerosing
cholangiitis; a further example is autoimmune gastritis; nephropathies, such as rapid progressive
glomerulonephritis, 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 myelopathy/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 gynaccological 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 autoimmune 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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WHAT IS CLAIMED IS:

1. Ananti-CD20 antibody formulation comprising a therapeutically effective amount of an anti-
CD20 antibody, wherein the formulation ﬁmher: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, 5 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 5S0mM.

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 51mM.

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
0f 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, Beheet's disease, immune complex
nephritis, IgA nephropathy, IgM 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'
discase, Hashimoto'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 1 or 16 in which the anti-CD20 antibody is
selected from the group consisting of rituximab, tositumomab, ocrelizumab, 7D8§, 11B8,

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

25. A method of claim 18 or 19 in which a disease involving cells expressing CD20 is COPD.

23
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Figure 3 : DSC Scan

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.

—~—— RefMat, 30mM citrate pH 6.5 + 100mM NaCl
eses PlatForm, 50mM acetate pH 5.5 + 51mM NaCl,0.05mM EDTA, 1% Arg, 0.02% Tween8g0
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FORMULACIONES DE ANTICUERPOS
CANIPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a formulaciones de anticuerpos estables a la
temperatura y la cizalladura.

5 ANTECEDENTES DE LA INVENCION
L.as proteinas son mas grandes y mas complejas que los farmacos orgéanicos e
inorganicos tradicionales (es decir, tienen miltiples grupos funcionales ademés de
estructuras tridimensionales complejas) y la formulaciéon de dichas proteinas tiene
problemas especiales. Para que una proteina siga siendo biol6gicamente activa, una

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

secuencia central de los amino4cidos de la proteina, mientras que al mismo tiempo
debe proteger los multiples grupos funcionales de la proteina frente a la degradacion.
Las rutas de degradacion para las protefnas pueden implicar inestabilidad quimica (es -
decir, cualquier proceso que implique la modificacién de la proteina por formacién o
escision de enlace, que da como resultado una nueva entidad quimica) o inestabilidad
fisica (es decir, cambios en la estructura de orden superior de la proteina). La
inestabilidad quimica puede resultar de la desamidacion, racemizacién, hidrolisis,
oxidacién, beta-eliminacién o intercambio de disulfuro. La inestabilidad fisica puede ,
resultar de la desnaturalizacioén, agregacién, precipitacion o adsorcion, por ejemplo.

15

20 las tres rutas de degradacion de proteinas mas comunes son la agregacion de
proteinas, desamidacion y oxidacion. Cleland et al. Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems 10(4): 307-377 (1993).
La molécula CD20 (también llamada antigeno de diferenciacién restringido a los
linfocitos B o Bp35) es una proteina de transmembrana hidrofoba con un peso
25

molecular de aproximadamente 35 kD localizada en prefinfocitos B vy linfocitos B
maduros (Valentine et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287; y Einfield et al.
(1988) EMBQ J. 7(3).711-717). CD20 se encuentra en la superficie de més de 90% de
las células B de la sangre periférica u drganos linfoides y es expresada durante el
desarrollo temprano de las precélulas B y permanece hasta la diferenciacién de las

30 células plasmaticas. CD20 esta presente tanto en células B normales como en células
B malignas. En particutar, CD20 se expresa en mas de 90% de los linfomas no
Hodgkin de células B (LNH) (Anderson et al. (1984) Blood 63(6):1424-1433), pero no
se encuentra en células madre hematopoyeéticas, procélulas B, células plasmaticas
normales, u otros tejidos normales (Tedder et al. (1985) J. Immunol. 135(2):973-979).

35

La region carboxilo terminal de 85 aminoacidos de la proteina CD20 esta




situada dentro del citoplasma. La longitud de esta regién contrasta con la de ofras

estructuras de superficie especificas de células B tales como las cadenas pesadas de

lgM, 1gD e IgG o cadenas alfa o beta de los antfgénos de histocompatibilidad de clase
I, que tienen regiones intraéitoplasméticas relativamente cortas de 3, 3,28,15y 16
aminoécidos, respectivamente (Komaromy et al. (1983) NAR 11:6775-6785). De los

Ulitimos 61 aminodécidos carboxilo terminales; 21 son restos &cidos, mientras que solo 2
son basicos, lo que indica que esta region tiene una fuerte carga negativa neta. El n°
de acceso a GenBank es NP.sub.~690605.

Se cree que CD20 puede estar implicada en la regulacién de una etapa(s)

10 temprana(s) en el proceso de activacion y diferenciacion de células B (Tedder et al.

15

20

v(1‘986) Eur. J. Immunol. 16:881-887) y podria funcionar como un canal de iones calcio
(Tedder et al. (1990) J. Cell. Biochem. 14D:195).

A pesar de la ihcertidumbre sobre fa funcion real de CD20 en la promocién de

la proliferacion y/o diferenciacion de células B, proporciona un objetivo importante para
la terapia mediada por anticuerpos para controlar o matar células B implicadas en
canceres y trastornos autoinmunes. En particular, la expresion de CD20 en células
tumorales, p. €j., LNH. hace que sea un objetivo importante para la terapia mediada por
anticuerpos para dirigir especificamente agentes terapéuticos contra las células
neoplésicas positivas para CD20. |
HuMax-CD20™ (ofatumumab), descrito como anticuerpo 2F2 en el documento
WQ2004/035607, es un anticuerpo de alta afinidad IgG1.k totalmente humano dirigido
a la molécula CD20 en Ia membrana celular de células B. HuMax-CD20™ esta en

25

30

35

desarrollo clinico para el tratamiento del linfoma de no Hodgkih (ILNH), leucemia
linfocitica crénica (LLA) y artritis reumatoide (AR).

Véase también, Teeling et al.,
Blood, 104, pp 1793 (2004); y Teeling et al., J. Immunology, 177, pp 362-371 (2007).

Existe la necesidad de formular una formulacién farmacéutica estable a la
temperatura y la cizalladura que comprenda un anticuerpo que sea adecuado para uso
terapéutico. ‘En una realizacion, el anticuerpo puedé ser un anticuerpo monoclonal. En
otra realizacién el anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20, incluyendo pero no
limitado a ofatumumab, rituximab, tositumofnab, ocrelizumab (2H7.v16), 11B8 o 7D8

(descrito en el documento W020041035607), un anticuerpo anti-CD20. descrito en el
documento WO 2005/103081 tal como C6, un anticuerpo anti-CD descrito en el
documento WQ2003/68821 tal como IMMU-106 (de Immunomedics), un anticuerpo
anti-CD20 descrito en el documento W02004/103404 tal como AME-133 (de Applied
Molecular Evolution/Lilly), y un anticuerpo anti-CD20 descrito en el documento US
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2003/0118592 tal como TRU-015 (from Trubion Pharmaceuticals Inc).
COMPENDIO DE LA INVENCION |
-La presente invencién se refiere a una formulacion acuosa de anticuerpo
estable a la temperatura y la cizalladura,

Esta invencion no esta limitada en su alcance por las realizaciones especificas
descritas en esta memoria. Por supuesto, diferentes modificaciones de la invencion
ademas de las descritas en esta memoria seran evidentes para los expertos en la
técnica a partir de la descripcioén anterior. Dichas modificaciones se pretende que estén
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Aunque una realizacion estd adaptada a una formulacion de anticuerpo anti-
CD20 monoclonal de longitud entera, también se pueden usar para la formulacién otras
clases de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos policlonales o fragmentos de
anticyerpos monoclonales o policlonales.

En una realizacion, la invencion se refiere a una formulacién de anticuerpo anti-
CD20 que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo. anti-
CD20, en la que la formulacién comprende ademas acetato sédico 10 a 100 mM,
cloruro sédico 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 esté ajustada a pH 5,0 a 7,0.

. En ofra realizacion, la invencion se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-
CD20 que comprende un anticuerpo anti-CD20 en el intervalo de concentracién de 20-
300 mg/ml, en el que la formulacion ademas comprende acetato sédico 50 mM, cloruro

. sodico 51 mM, base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%,

y esta ajustada a pH 5,5. En ofra realizacién, el anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo anti-CD20, tal como un fragmento de anticuerpo monoclonal. El anticuerpo
anti-CD20 preferido es ofatumumab.

En una realizacion, la invencion se refiere a una formulacion de ofatumumab
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de ofatumumab, en la que la
formulacién comprende ademas acetato sédico 10 a 100 mM, cloruro sédico 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% vy esta ajustadaapH 5,02 7,0.

En una realizacion, la invencion se refiere a una formulaciéon de ofatumumab
que comprende ofatumumab en el intervalo de concentracion de 20-300 mg/mli, en el

que la formulacién ademas comprende acetato sédico 50 mM, cloruro sédico 51 mM,

base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, y esta
ajustada a pH 5,5.
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4.

En ofra realizacién mas, la invencién se refiere a una formulacién de anticuerpo
anti-CD20, en la que la formulacién es estable durante al menos 2 afos. En otra
realizacién, la invencién se refiere a uné formulacién de anticuerpo anti-CD20, en la
que la formulacion es estable a temperaturas de hasta al menos 55°C. En otra
realizacion, la invencién se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-CD20, en la
que la formulacion es estable a una temperaturas de aproximadamente 5°C durante al
menos 2 afios. En otra realizacion, la invencion se refiere a una formulacién de
anticuerpo anti-CD20, en la que la formulacion es estable a una temperaturas de
aproximadamente 25°C durante al menos 3 meses. En otra realizacion, la invencion se
refiere a una formulacion de anticuerpo anti-CD20, en la que la formulacion es estable
a una temperaturas de aproximadamente 40°C durante al menos 1 mes. En otra
realizacion, la invencion se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-CD20, en la
que la formulacion es estable a una temperaturas de aproximadamente 55°C durante
al menos 1 dia. En otra realizacién, la invencion se refiere a una formulacion de
anticuerpo - anti-CD20 en la que la formulacién es estable en un intervalo de
temperaturas de aproximadamente 5 a 25°C, 5 a' 35°C, 6 a 45°C, 10 a 25°C, 10 a
35°C, 10 a 45°C, 10 a 55°C, 20a 35°C, 20 a 45°C 0 20 a 55°C durante al menos 1 dia,
con agitacion.

En otra realizacién, la invencién se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-
CD20 en la que el anticuerpo esté presente en una cantidad de aproximadamente 20-
300 mg/mi, 50-300 mg/ml, 100-300 mglmi, 150-300 mg/mi, 200-300 mg/ml o 250-300
mg/mil.

En otra realizacion, la invenci6n se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-
CD20 en la que el acetato sodico esta presente en una cantidad de aproximadamente
50 mM, 40 mM, 45 mM, 55 mM o 60 mM. En otras realizaciones, el acetato sodico
puede estar presente en una cantidad de 10 a 100 mM, 20 a 100 mM, 30 a 100 mM, 40
a 100 mM, 50 a 100 mM, 60 a 100 mM, 70 a 100 mM, 25 a 80 mM o 30 a 70 mM,

En ofra realizacién mas, Ia invencion se refiere a una formulacién de anticuerpo
anti-CD20 en la que el acido acético esta presente (acido acético aproximadamente
100 mM) para ajustar la formulacién a pH aproximadamente 5,5. En ofras
realizaciones, el pH se puede ajustar a pH 50, 5,5, 6,0, 65 o 7,0. En otras
realizaciones méas de la invencion, se usa NaOH o HCI para ajustar el pH a 5,0, 5,5,
6,0,6,567,0.

En ofra realizacion mas, la invencién se refiere a una formulacion de anticuerpo
ant-CD20 en la que el cloruro sédico esta presente en una cantidad de
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aproximadamente 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 sodico puede estar presente en
una cantidad de 25 a 100 mM, 35 a 90 mM, 45 a 80 mM, 25 a 70 mM o 45 a 70 mM.

En otra realizacion, la invencion se refiere a una formulacién de anticuerpo anti-
CD20 en la que la base libre de érginina esta presente en una cantidad de
aproximadamente 1%, 0,7%, 1,3% o 2,0%. En otras realizaciones, la base libre de
arginina puede estar entre 0,5 y 5,0%, 0,5 a 2,0%, 0,52 2,5%, 0,5 a 3‘0%, 0.5 a 3,5%,
0,524,0% 00,5 a 4,5%. |

En otra realizacion, la invencion se refiere a una formulacion de anticuerpo anti-
CD20 en la que el EDTA esta 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 de 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 0 0,03 mM - 0,2 mM.

En ofra realizacién, la invencion se refiere a una formulacién de anticuerpo anti-
CD20 en la que el polisorbato 80 esta presente en una cantidad de aproximadamente
0,02%, 0,015% o 0,025%. En otras realizaciones, el polisorbato 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 ofra realizacién, la invencién se refiere a un método para tratar una
enfermedad que implica célmas que expresan CD20 por administracion a un mamifero
de una formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la presente invencién que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD20, en la que la
formulacion comprende ademas acetato sddico 10 a 100 mM; cloruro sédico 25 a 100
mM, base libre de arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01a
0,2% y esta ajustada a pH 5,0 a 7,0. Las “enfermedades que implican células que
expresan CD20" de ejemplo que se pueden fratar (p.ej., mejorar) o prevenir, incluyen,
pero no se limitan a enfermedades tumorigénicas y enfermedades inmunes, p. €j.,
enfermedades autoinmunes. Los ejemplos de enfermedades tumorigénicas que se
pueden tratar y/o prevenir, incluyen linfoma de células B, p. ej. LNH, leucemia/linfoma
linfoblastico de células B precursoras y neoplasmas de células B maduras, tal como
leucemia linfocitica cronica de células B (LLC)linfoma linfocitico pequefio (LLP),
leucemia prolinfocitica de células B, linfora linfoplasmacitico, linfoma de células del
manto (LCM), linfoma folicular (LF), incluyendo LF de grado bajo, grado intermedio y
grado alto, linfoma del centro del foliculo cutaneo, linfoma de células B de zona
marginai (tipo MALT, tipo nodal y esplénico), leucemia de células pilosas, linfoma de
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células B grandes y difusas, linfoma de Burki_tt_, plasmacitoma, mieloma de célu
plasméticas, trastorno linfoproliferativo postrasplante, macroglobulinemia de

‘Waldenstrom y linfoma anaplasico de células grandes (LACG). Los ejemplos de

trastornos inmunes en los que estan implicados células B que expresan CD20 que se
pueden tratar yio prevenir incluyen psoriasis, artritis psoridtica, dermatitis,
esclerodermia sistémica y esclerosis, enfermedad inflamatoria del intestino (EIll),
enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de dificultad respiratoria, meningitis,
encefalitis, uveltis, glomérulonefritis, eczema, asma, aferosclerosis, deficiencia de
adhesion leucocitaria, esclerosis mulltiple, sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren,
diabetes de inicio juvenil, enfermedad de Reiter, enfermedad de Behcet, nefritis por
inmunocomplejo, nefropatia IgA, polineuropatias  IgM, trombocitopenias
inmunomediadas, tales como plrpura trombocitopénica idiopatica aguda 'y plrpura
trombocitopénica idiopatica crénica, anemia hemolitica, miastenia grave, 'Iupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide (AR), dermatitis atépica, pénfigo, enfermedad
de Grave, tiroiditis de Hashimoto, granulorﬁatosis de Wegner, sindrome de Omenn,
insuficiencia renal crénica, mononucleosis infecciosa aguda, VIH y enfermedades
asociadas con el virus del herpes. Otros ejemplos son sindrome de dificultad
respiratoria grave y coriorretinitis. Otros ejemplos més son enfermedades y trastornos
causados por infeccion de células B por virus, tales como el virus de Epstein-Barr
(VEB). Otro ejemplo més es la EPOC. .

En ofra realizacién més, la invencion se refiere a un método para tratar una

-enfermedad que implica células que expresan CD20 por administracién a un mamifero

de una formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la presente invencién que comprende
una cantidad terapéuticamente: eficaz de un anticuerpo anti-CD20, en la que la
formulacion comprende ademas acetato sodico 10 a 100 mM, cloruro sédico 25 a 100
mM, base libre de arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01 a
0.2% y esta ajustada a pH 5,0 a 7,0, y en la que la formulacién de anticuerpo estable
se administra por via oral, parenteral, intranasal, vaginal, rectal, lingual, sublingual,
bucal, fransdérmica, intravenosa o subcutanea, a un mamifero.

En ofra realizacion mas, la invencion se refiere a un método para tratar una
enfermedad que implica células que expresan CD20 por administracién a un mamifero
de una formulacién de un anticuerpo anti-CD-20 de la presente invencién que
comprende un anticuerpo anti-CD20 en el intervalo de concentracion de 20-300 mg/mi,
en la que la formulacién ademas comprende acetato sédico 50 mM, cloruro sédico 51
mM, base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, y esta

s.
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ajustada a pH 5,5. El anticuerpo anti-CD20 preferido es ofatumumab.

Debe entenderse que tanto la descripcién del resumen anterior como la
siguiente' descripcion detallada son ilustrativas y explicativas, y no se pretende que
proporcionen mas explicacion de la invencion como se reivindica.

lLos dibujos que acompaﬁan' se incluyen para proporcionar una mejor
comprension de la invencion, y se incorporan en y constituyen una parte de esta
memoria déscn'ptiva, ilustran varias realizaciones de la invencion, y junto con la
descripcion sirven para explicar los principios de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 ilustra la formulacién estandar (RefMat) de anticuerpo anti-CD20 con
20 mg/mi (citrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5) por duplicado.

La figura 2 ilustra una realizaciéon de la formulacién dela invencién (de
plataforma) del anticuerpo anti-CD20 con 20 mg/ml (acetato sédico 50 mM, cloruro
sadico (51 mM), base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al
0,02% y ajustada a pH 5,5 con HCI) por duplicado.

La figura 3 ilustra con una gréfica una comparacién de fa estabilidad térmica del
anticuerpo anti-CD20 en una realizacién de formulacion de la invencién (de plataforma)
y tampones de formulacion estandar (RefMat) por DSC. Termodinamicamente, las dos
formulaciones son similares como puede verse por sus perfiles de DSC, puesto que el
cambio en la Tm aparente es menor que 0,5°C entre las formulaciones.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Una realizacién de la presente invencién se refiere a formulaciones de
anticuerpo estables a la temperatura y la cizalladura.

En una realizacion, la invencién proporciona una estabyilidad inesperada que se
ve en una formulacion en condiciones simultaneas de tensién de temperatura elevada
y agitacién a 55°C.

Ofra realizacién de la invencién es una formulacion mas estable comparada con
una formulacién estandar (fal como citrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5). La
formulacién de la presente invencion mostraba menor precipitacion (permanecia
fransparente) cuando se sometia a condiciones de tensién, mientras que la

formulacién estandar tenia agregados. Este resultado era impredecible porgue
termodinamicamente las dos formulaciones eran similares cuando se velan sus perfiles

de DSC (calorimetria diferencial de barrido).
En la descripcién de la presente invencion, algunos términos se usan como se

definen a continuacion.
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La expresién “formulacion de proteina" o "formulacién de anticuerpo” se refiere
a preparaciones que es_tén' en una forma que permiten que la actividad biol6gica de los
principios activos se inequivocamente eficaz, y que no contienen componentes
adicionales que sean toxicos para los sujetos a los que se administrarfa la formulacion.

Los excipientes "farmacéuticamente aceptables" (vehiculos, aditivos) son los
que se pueden administrar razonablemente a un sujeto mamifero para proporcionar
una dosis eficaz del principio activo usado. Por ejemplo, la concentracion del excipiente
también es importante para la aceptabilidad para inyeccion.

Una formulacién "estable" es una en la que la proteina en la misma retiene
esencialmente su estabilidad fisica y/o quimica y/o actividad biol6égica tras el
almacenamiento. En la técnica hay diferentes técnicas analiticas para medir la
estabilidad de la protefna 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), por ejemplo. La estabilidad se puede medir a una
temperatura seleccionada para un periodo de tiempo seleccionado. Preferiblemente, la
‘formulacién es estable a temperatura ambiente 0 a 40°C durante al menos 1 mes y/o
estable a 2-8°C durante al menos 1 a 2 afios. Ademds, es conveniente que la
formulacion sea estable después de congelacion (p. ej. a -70°C) y descongelacion del
producto. |

Una proteina "retiene su estabilidad fisica" en una formulacién biofarmacéutica
si muestra poco o no muestra '
cambio en la agregacion, precipitacion y/o desnaturalizacién cuando se observa por
examen visual del color y/o transparencia, o cuando se mide por difraccion de luz UV
(mide agregados visibles) o por cromatografia de exciusién por tamarios (SEC). Por
SEC se miden los agregados solubles que no son necesariamente un precursor para
los agregados visibles.

Una proteina ‘retiene su estabilidad quimica" en una formulacion
biofarmacéutica, si la estabilidad quimica en un momento dado es tal que se considera
que la proteina retiene su actividad biolégica como se define a continuaciéon. Las
especies quimicamente degradadas pueden ser biolégicamente activas y
quimicamente inestables. La estabilidad quimica se puede evaluar detectando y
cuantificando formas de la protelna ‘quimicamente alteradas. La alteracion quimica
puede implicar modificacién de tamafio (p. €j., corte) que se puede evaluar usando
SEC, SDS-PAGE y/o espectrometria de masas con ionizacién por desorcion laser
asistida por matrizitiempo de vuelo (MALDVTOF MS), por ejemplo. Otros tipos de
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alteracion quimica incluyen alteracién de carga (p. ej., que se produce como resul
de desamidacion) que se puede evaluar por cromatografia de intercambio iénico, por

ejemplo.
Un anticuerpo "retiene su actividad biolégica” en una formulacion farmacéutica,

si el cambio en la actividad bioldgica del anticuerpo en un momento dado esta dentro
de aproximadamente el 10% (dentro del error del ensayo) de la actividad biolégica que
presentaba en el momento en que se prepar6 la formulacion farmacéutica,
determinado por un ensayo de unién al antigeno, por ejemplo. A continuacién se
elaboran otros ensayos de "actividad bioldgica" para anticuerpos en esta memoria.

El término ‘isotonico" significa que la formulacién de interés tiene
esencialmente la misma presién osmébtica que la sangre humana. En una realizacion,
las formulaciones isot6nicas de la invencion en general tendran una presién osmbtica
en el intervalo de 250 a 350 mOsm. En otras realizaciones, las formulaciones
isotonicas de la invencion tendran una presion osmoética de aproximadamente 350 a
450 mOsm. En otra realizacién mas, las formulaciones isotonicas de la invencion
tendran una presién osmotica mayor que 450 mOsm. La isotonicidad se puede medir
usando un osmémetro de presion de vapor o tipo congelacion, por ejemplo.

Como se usa en esta memoria, "tampon” se refiere a una solucion tamponada
que resiste cambios en el pH por accién de sus componentes &cido-base conjugados.
En una realizacién, el tampén de esta invencidn tiene un pH en el intervalo de
aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,0; en ofra realizacion, de

aproximadamente 4,8 a aproximadamente 5,8;'y en una realizacién mas, un pH de
aproximadamente 5,5. Los ejemplos de tampones que controlaran el pH en este
intervalo incluyen acetato (p. ej. acetato sodico), succinato (tal como succinato sédico),
gluconato, histidina, citrato y ofros tampones de acidos organicos.. Cuando se desea
una formacion estable a la congelacién-descongelacion, preferiblemente el tampon no

es de fosfato.
En un sentido farmacoldgico, en el contexto de la presente invencion, una

"cantidad terapéuticamente eficaz” de un anticuerpo, se refiere a una cantidad eficaz
en la prevencion o tratamiento de un trastorno para el cual el tratamiento del anticuerpo
es eficaz. Un "trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con
el anticuerpo. Esto incluye trastomos o enfermedades crénicas y agudas que incluyen
las afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. En
una realizacién preferida "trastorno" es una enfermedad que implica células que

expresan CD20.
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Un "conservante” es un compuesto que se puede inciuir en la formulacion para);

‘reducir esencialmente la accion bacteriana en la misma, facilitando asf la produccion

de una formulacién multiusos, por ejemplo. Los ejemplos de potenciales conservantes
incluyen cloruro de octadecildimetilbencilamonio, cloruro de hexametonio, cloruro de
benzalconio (una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilamonio en los que los
grupos alquilo son compuestos de cadena larga) y cloruro de bencetonio. Otros tipos
de conservantes incluyen alcoholes aromaticos tales como fenol, alcohol butilico y
bencilico, alquilparabenes tales como metil o propilparabén, catecol, resorcinol,
ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol. El conservante mas preferido en esta memoria es

ef alcohol bencilico.

El término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre
especificamente anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de
longitud entera), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (p. ej.,
anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos siempre que presentan la
actividad biol6gica deseada.

Los "fragmentos de anticuerpos” comprenden una parte de un anticuerpo de
longitud entera, en general la regién de unién al antigeno o su regién variable. Los
ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab', F(ab'); y Fv; anticuerpos
biespecificos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

La expresion "anticuerpo monoclonal" tal como se usa en esta memoria, se
reflere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogénea, es decir, los anticuerpos individuales gue comprenden la poblacién son
idénticos salvo por las posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en
cantidades minoritarias. Los anticuerpos monocionales son muy especificos, y estan
dirigidos contra un solo sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de
anticuerpo (po!iclonal) convencionales que incluyen normaimente diferentes
anticuerpos  dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo

monoclonal estd dirigido contra un solo determinante en el antigeno. El modificador
"monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se ha obtenido de una poblacién de
anticuerpos sustanciaimente homogénea, y no debe considerarse que requiere la
produccion del anticuerpo por ningtin método particular. Por ejemblo, los anticuerpos
monoclonales para usar de acuerdo con la presente invencion se pueden hacer por el
método del hibridoma descrito primero por Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o se
pueden hacer por métodos de ADN recombinante (vease, p. €], [a patente de EE.UU.

e,
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n° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales” también se pueden aislar de bibliotecas
de anticuerpos sobre fagds usando la técnica descrita por Clagkson et al., Nature
352:624-626 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), por ejemplo.

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

anticuerpos' quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos de una regién
hipervariable del receptor se sustituyen por restos de una regién hipervariable de una
especie no humana (anticuerpo dbnador) tal como ratén, rata, conejo o primate no
humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos,
los restos de la FR de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los
correspondientes restos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden
comprender restos que no se encuehtran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo
donador. Estas modificaciones se hacen para refinar mas las caracteristicas del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos
de al menos uno y tipicamente dos dominios variables, en los que todas o
sustancialmente todas las regiones hipervariables corresponden a las de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las
de una secuencia de inmdnoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
opcionalmente también comprendera al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles, véase Jones et al., Naturé 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992),

Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena sencilla” o "sFv" comprenden el
dominio V y V| del anticuerpo, en los que estos dominios estan presentes en una sola
cadena de polipéptido. En general, el polipéptido Fv comprende ademas un conector
polipeptidico entre los dominios Vi y Vi que permite que el SFv forme la estructura
deseada para fa unién del antfgeno. Para una revision de sFv véase Pluckthun en The
Pharmacology  of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds.
Springer-Verlag, N.Y., pp. 269-315 (1994).

La expresion "anticuerpos biespecificos" se refiere a fragmentos pequefios de
anticuerpo con dos sitios de unién al antigeno, cuyos fragméntos comprenden un
dominio variable de la cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de la
cadena ligera (V.) en [a misma cadena de polipéptido (Vi y V). Usando un conector
que es demasiado corto para permitir el em'paréjamiento entre los dos dominios en la
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misma cadena, los dominios son forzados a emparejar con los dominios
complementarios de ofra cadena y crear dos sitios de unién al antigeno. Los
anticuerpos biespecificos se describen con mas detalle, por ejemplo en el documento
EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448
(1993).

La expresion "anticuerpos lineales" cuando se usa a lo largo de esta solicitud se
refiere a los anticuerpos descritos por Zapata et al. Profein Eng. 8(10):1057-1062
(1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd tandem
(Vu ~Cx =V —Cuq) que forman un par de regiones de union al antigeno. Los
anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

El anticuerpo que se formula preferiblemente es esencialmente puro y
convenientemente esencialmente homogéneo (es decir, sin proteinas contaminantes,
etc.). Anticuerpo "esencialmente puro” significa una composicién que comprende al
menos aproximadamente 90% en peso del anticuerpo, basado en el peso total de la
composicion, preferiblemente al menos aproximadamente 95% en peso. Anticuerpo
"gsenciaimente homogéneo" significa una composicion que comprende al menos
aproximadamente 99% en peso del anticuerpo, basado en el peso total de la
composicion.

"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como profilactico o
medidas preventivas. Los que necesitan tratamiento incluyen a aquellos que ya tienen
el trastorno asi como a aquellos en los que se va a prevenir el trastorno.

"Mamifero" para los propositos del tratamiento se refiere a cualquier animal
clasificado como mamifero, incluyendo, pero no limitado a seres humanos, animales
domésticos y de granja, y animales de zooldgico, deportes o mascotas, tales como
perros, caballos, gatos y vacas.

“Condiciones de tension" se refiere a un entorno que es guimica y fisicamente
desfavorable para una proteina y puede hacer inacepiable la estabilidad de la proteina
(p. €j., tensidn térmica, de cizalladura, quimica).

La cromatografia de exclusién pof tamafios es un método cromatogréfico en el
que las particulas se separan basandose en su tamafio o volumen hidrodinamico,

La dispersion de luz dinamica es un método que mide la dependencia con el
tiempo de la luz dispersada por la proteina. Normalmente, esta dependencia del tiempo
se procesa para dar el radio hidrodinamico de una molécula.,

“DSC” se refiere a la calorimeiria diferencial de barrido: Parametros de
adquisicién de DSC: pueden ser, pero no se fimitan a protefna 1 mg/mi, barrido de 5 a
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80°C con una velocidad de barrido de 70°C por hora y 15 minutos de espera entre
barridos. Se puede hacer primero un barrido de tampén-tampén y después restario a
los datos brutos. Los datos se pueden corregir para el tampén y normalizar para la
concentracién de proteina y después representar graficamente. La agregacién puede
prevenir la correccion de la linea de valores iniciales.

Los siguientes ejemplos son una ilustracién adicional de la invencién. No se
pretende que los ejemplos limiten el alcance de la presente invencion, sino que
proporcionan una mayor comprension de la invencion.

EJEMPLOS :

La invencion se ilustra con mas detalle mediante los siguientes ejemplos que
son para elucidar la invencién. No se pretende, y no debe considerarse, que estos
ejemplos limiten el alcance de la invencién. Son posibles numerosas modificaciones y
variaciones de la presente invencién en vista de las ensefianzas en esta memoria y,
por lo tanto, estan dentro del alcance de la invencién. Los siguientes ejemplos se
llevan a cabo usando técnicas esténdar y dichas técnicas estandar son bien conocidos
y rutinarias para el experto en la técnica, excepto que se describa otra cosa en detalle.

_Ejemplo 1.1: Preparacion del tampén de la formulacién de plataforma

En una realizacién de la invencién, se prepararon 4 litros de tampén de acetato,
En esta realizacion, el tampén final comprendia acetato sédico 50 mM, EDTA 0,05 mM,
NaCl 51 mM, arginina al 1,0%, polisorbato 80 al 0,02%, pH 5,5. El tamp6n se preparé
disolviendo trihidrato de acetato sodico, edetato sédico (EDTA), polisorbato 80 y base
libre de la L-arginina en 3,5 litros de agua desionizada. Una vez ajustado el pH a 5,5
usando HCI 3 N, el volumen se llevé a 4,0 litros y el tampén se filtré usando una unidad
de filtro de 0,45 um. Después el tampdn se puede almacenar a 2-8°C hasta su uso. El
"%" de formulacion descrito en la presente solicitud se refiere a "% en volumen".

Ejempio 2.1: Preparacion de ofatumumab en un tampén de la formulacién
de plataforma

En una realizacion de la invencion, se filtré por didlisis el ofatumumab en una
formulacion de plataforma (acetato sédico 50 mM, NaCl 51 mM, EDTA 0,05 mM,
polisorbato 80 al 0,02%, arginina al 1,0% .(base libre)), y se concentré para la
estabilidad. Se filtré por dialisis el ofatumumab en la formulacién de plataforma usando
un sistema de flujo tangencial de escala de laboratorio con tres membranas. Después
de la filtracién por didlisis en el tampon de plataforma, el ofatumumab se concentré a
una concentracidn maxima de 179 mg/ml. El procedimiento completo tardaba
aproximadamente tres dias de trabajo en completarse y el rendimiento era 96,1%.

(B
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Parte de los 179 mglml se duuyeron coh; el tampén dela formulacién de platafom
‘modo. «que podfa estudiarse un intervalo de concentraciones de ~20 - 179 mg/ml.
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Ejemplo 3.1: Preparacién de ofatumumab en. formulacién esténdar s
plataforma para la comparacién directa del aspecto general (AG) '

Se preparé un anﬂcuerpo anti-CD20 (ofatumumab) en'[a formulacion esténdar y
la formulacién de plataforma (una reahzacxén de la presente. invencién) con una
concentracion de 20 mg/ml para la comparacuon directa de!l aspecto general a'lo largo

dew&__ﬂ;gmmdg 12 semanas y para los expenmentos de agitac:én El

'antlcuerpo anti-CD20 en las formulaciones estandar y de platafonna se filtraron usando

un filtro de membrana de 0,2 ym de baja uhion de proteina Despues de la filtracion,

'cada formulacxén se cargo hasta 3 m! en viales de § cc, se taparon y doblaron hacia

dentro, ‘usando. una técmca esténl en la campana limpia. Dos viales de cada
formulacién se pusieron en un agitador con control de temperatura les se
agitaron a3 5 rpm & una temperatura de 565°C, Durante la agitacién con calentamiento :

A
e e

se observé el aspecto general, como se describe. en. el gjgmmgﬁ 2, de forma ﬁé’ﬁé’ﬂ‘ﬁa

@ lo Jargo de un penodo de. tiempb de 42 horas Las figuras 1y 2 muestran las

e S e

formulaciones estandar y de’ platafonna respectwamente después de 18,5 horas de

agltacién indicaban que la formulacnbn estﬁ"’dé”r‘ genera paﬁfculas alo !argo del tiempo

L e——

cuan d6 56 SoMetE “a“’ﬁ”gxfémén a temperaturas de 55°C més rapxdamente que la

i T R

. Tomnu!aclén de piataforma. _

" 25

-_,,,__,__

Ejempio 3.2: AG, Estudlo de agltacién de 18, 5 h- Aspecto general de
ofatumumab, 20 y 100 mg/mi g

: En la sngunente tabla se presenta el aspecto general (AG) de las muestras en un
estudlo de agitacion del mAb ants—CDzo EIAG se completé usando un método general
que se puede usar para una solucién de antlcuerpo IgG que descnbe el color,
transparencna y matena en partfculas visible..

72' Stareasy

3m¢9t—‘)

fah 1 ,?gcgmi

. ag:tacién con calentamlento Los ‘tesultados del aspecto general del estudio de -
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Tiempo de la agitacion Aspecto

Inicial
Estandar Transparente, incoloro, 1-2 particulas presentes
plataforma Transparente, incoloro, sin particulas

18,5 horas _

. Transparente, incoloro, varias particulas grandes
Estandar : '

presentes

plataforma Transparente, incoloro, sin particulas

42 horas

Estandar Turbio, incoloro, varias particulas grandes presentes
‘plataforma Ligeramenté turbio, incoloro, sin particulas

Ejemplo 4: Para determinar ‘Ia estabilidad térmica de la solucion de
ofatumumab en el tampon estandar y de plataforma por calorimetria diferencia de
barrido (DSC).

Con el fin de completar de forma adecuada el ensayo por DSC, se hicieron los
barridos de los tampones solos 'y con protefna. La proteina en las formulaciones
estandar y de plataforma se diluyeron a 1 mg/mi como se presenta 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 hora con un equilibrado de 15 minutos antes de cada barrido. El

volumen de la celda de muestra del DSC es ~ 0,5 ml. Después de hacer los barridos
del tampén y la proteina, los barridos del tampoén se podian restar del barrido de la
proteina. Se obtuvo una concentracién de la protefna en las muestras para cotregir la
concentracién en cada barrido (véase, ejemplo 4.2). Se obtuvieron los valores de T,p,
°C, inicio del desdoblamiento, Ty, °C, temperatura de desnaturalizacién (a la transicion
maxima) y T4, °C, la anchura del pico a mitad de altura (refleja los cambios en la
estructura terciaria y cooperatividad de las transiciones) para el ofatumumab para
cada formulacién (véase, ejemplo 4.3). Los barridos de DSC. se.pueden-ver-en-la-figura——
3, Baséndose en_los resultados-de-DSC, el ofatumumab tanto_en la_formulacién
eitéw_fequiac’rérr“de“piataiesmazteaiamp,ef"ﬁjgs de DSC similares y por lo

tanto se esperaria gue tuviera perfiles-de estabilidad térmica similares,
Ejemplo 4.1: Preparacion de la muestra para la caracterizacion biofisica

del estudio de pH de ofatumumab
1. DILUCIONES



~-16-
PH Tampoén Con, Dilucién a 1 mg/ml para DSC ||
Imiclal m  de|mi de
mg/mi muestra tampén
6.5 citrato 30 mM , NaCl 100 mM | 17 0,1 1.6
Formulacién '
estandar ,
55 acetato 50 mM, NaCl 51 mM, | 20 0,075 1,43
Formulacién { EDTA 0,05 mM, Arg 1%,
plataforma | Tween-80 0,02%
Ejemplo 4.2: MEDICIONES DE A280
pH Tampén T Gon. Conc. medida de dilucién de
Inicial 0,5 mg/mi '
mg/mi mg/ml mM*
6.5 citrato 30 mM , NaCl 100 mM | 17 | 0,517 0,00345
Formulacién
estandar
5.5 acetato 50 mM, NaCl 61 mM, | 20 0,444 0,00296
Formulacién | EDTA 0,05 mM, Arg 1%,
plataforma | Tween-80 0,02%

*se usa para normalizar los barridos de DSC.

Preparar una muestra, blanco, con el cdrrespondiente tampon, leer 3 veces.

coeficiente de extincion (1,49).

Ejemplo 4.3: Resultados de DSC

Usar una cubeta de 1 cm. Restar la absorbancia a A320 antes de dividir entre el

Muestra pH | Tampén Ty | Tms | Tuz, | Notas
°C °C °C
{ Formulacion | 6,5 | citrato 30 mM, NaCl 700 62 |688 |29
estandar ‘mM '
Formulacién | 5,5 | acetato 50 mM, NaCl 51 | 60 68,4 | 3,2* | Similar a la
plataforma mM, EDTA 0,05 mM, Arg formulacién
1%, Tween-80 0,02% estandar

e * Los valores

de T4 se determminaron manualmente.

La contribucion

exotérmica de la agregacion distorsiona la linea de valores iniciales, por lo que

estos valores pueden ser artificialmente pequefios.

16
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En realizaciones mas detalladas, la formulacion de anticuerpo anti-CD20 de Ia
presente invencién se puede usar para tratar a un sujeto con un frastomo
tumorigénico, p. ej., un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales
que expresan CD20 incluyendo, por ejemplo, linfoma de células B. p. &j.,, LNH. Los
ejemplos de enfermedades tumorigénicas que se pueden fratar y/o prevenir, incluyen
linfoma de células B, p. ej. LNH, leucemiallinfoma linfoblastico de células B precursoras
y neoplasmas de células B maduras, tal como leucemia linfocitica crénica de células B
(LLC)Ilihfoma linfocitico pequerio (LLP), leucemia prolinfocitica de células B, linfoma
linfoplasmacitico, linfoma de células del manto (LCM), linfoma folicutar (LF), incluyendo
LF de grado bajo, grado intermedio y grado alto, linfoma del centro del foliculo cutaneo,
linfoma de células B de zona marginal (tipo MALT, tipo nodal y esplénico), leucemia de
céluias pilosas, linfoma de células B grandes y difusas, Iinfonia de Burkitt,
plasmacitoma, mieloma de células plasmaticas, trastorno linfoproliferativo
postrasplante, macroglobulinemia de Waldenstrém y linfoma anaplasico de células
grandes (LACG).

Otros ejemplos de linfomas de no Hodgkin de células B son granulomatosis
linfomatoide, linfoma de efusion primaria, linfoma de células B grandes intravascular,
linfoma de células B grandes en mediastino, enfermedades de la cadena pesada
(incluyendo enfermedades de gamma, mu y alfa), linfomas inducidos por terapia con
agentes inmunosupresores, tales como linfoma inducido por ciclosporina y finfoma
inducido por metotrexato.

En ofra realizacién, la formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la presente
invencion se puede usar para tratar el linfoma de no Hodgkin.

Los ejemplos de trastornos (enfermedades) inmunes en los que las células
expresan CD20 que se pueden tratar y/o prevenir pbr una formulaciéon de anticuerpo
anti-CD20 de la presente invencién incluyen enfermedades autoinmunes, tales como
psoriasis, artritis psoriatica, dermatitis, esclerodermia sistémica y esclerosis,
enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), enfermedad de Crohn, colitis-ulcerativa,'
sindrome de dificultad respiratoria, meningitis, encefalitis, uveitis, glomerulonefritis,
eczema, asma, aterosclerosis, deficiencia de adhesién leucocitaria, esclerosis multiple,
sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren, diabetes de inicio juvenil, enfermedad de
Reiter, enfermedad de Behcet, nefritis por inmunocomplejo, nefropatia IgA,
polinguropatias IgM, trombocitopenias inmunomediadas, tales como purpura
trombocitopénica idiopéatica aguda y purpura trombocitopénica idiopatica cronica,
anemia hemolitica, miastenia grave, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide

S
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(AR), dermatitis atdpica, pénfigo, enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto,
granulomatosis de Wegner, sindrome de Omenn, insuficiencia renal crénica,
mononucleosis infecciosa aguda, VIH y enfermedades asociadas con el virus del
herpes. Otros ejemplos son sindrome de dificultad respiratoria grave y coriorretinitis.
Ademés, otras enfermedades y trastornos incluyen los causados por o mediados por
infeccion de células B con virus, tales como el virus de Epstein-Barr (VEB).

Otros ejempios de trastornos inflamatorios, inmunes y/o autoinmunes en los

que los autoanticuerpos y/o la actividad excesiva de linfocitos B son prominentes y que
se pueden tratar y/o prevenir por la formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la presente
invencion, incluyen los siguientes: vasculitis y otras enfermedades de los vasos, tales
como poliangeitis microscopica, sindrome de Churg-Strauss y otras vasculitis
asociadas con ANCA, poliarteritis nodosa, vasculitis crioglobulinémica esencial, angitis
leucocitoclastica cutanea, enfermedad de Kawasaki, arteritis de Takayast, artritis de
células gigantes, purpura de Henoch-Schonlein, angitis cerebral primaria o aislada,
eritema nodoso, tromboangitis obliterante, plrpura trombocitopénica frombdtica
(incluyendo sindrome urémico hemolitico), y vasculitis secundaria, incluyendo vasculitis
leucocitoclastica cutdnea (p. ej., secundaria a hepatitis B, hepattis C,
macroglobulinemia de Waldenstrom, neoplasias de células B, artritis reumatoide,
sindrome de Sjogren, o lupus eritematoso sistémico); ofros ejemplos son eritema
nodoso, vasculitis alérgica, paniculitis, enfermedad de Weber-Christian, pUrpura
hiperglobulinémica y enfermedad de Buerger, trastornos de la piel, tales como
dermatitis de contacto, dermatosis de IgA lineal, vitlligo, pioderma: gangrenosa,
epidermolisis bullosa adquirida, pénfigo vulgar (incluyendo penfigoide cicatrizal y
penfigoide bulloso), alopecia areata (incluyendo alopecia universal y alopecia total),
dermatitis herpetiforme, eritema multiforme y urticaria autoinmune crénica (incluyendo
edema angioneurético y vasculitis urticérial); citopenias inmunomediadas, tales como
neutropenia autoimmune y aplasia pura de glébulos rojos; enfermedades del tejido
conujuntivo, tales como lupus del SNC, lupus eritematoso discoide, sindrome de
CREST, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, polimiositis/dermatomiositis, miositis
por cuerpos de inclusién, amiloidosis secundaria, crioglobulinemia de tipo 1 y tipo I,
fibromialgia, sindrome de anticuerpos contra fosfollpidos, hemofilia secundaria,
pohcondrltls recidivante, sarcoidosis, sindrome de la persona rigida y fiebre reumatica;
un ejemplo adicional es la fascitis eosinéfila; artritis tales como espondilitis
anquilosante, artritis cronica juvenil, enfermedad de Still del adulto y sindrome de
SAPHO; otros ejemplos son sacroileitis, artritis reactiva, enfermedad de Still y gota;
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trastornos  hematoldgicos tales como anemia aplésica, anemia hemolitica primaria
(incluyendo sindrome de la aglutinina), anemia hemolitica secundaria a LLC o lupus
eritematoso  sistémico; sindrome de POEMS, anemia pemiciosa y puprura
hiperglobulinémica de Waldemstrom; otros ejemplos son agranulocitosis, neutropenia
autoimmune, enfermedad de Franklin, enfermedad de Seligmann, enfermedad de la
cadena mu., sindrome paraneoplasico secundario a timomas y linfomas, y formacion
de inhibidor del factor VIll; endocrinopatias, tales como poliendocrinopatia y
enfermedad de Addison; otros ejemplos son hipoglucemia autoinmune, hipotiroidismo
autoinmune, sindrome de insulina autoinmune, tiroiditis de Quervain y resistencia a
insulina mediada por anticuerpo del receptor de insulina; trastornos - hepato-
gastrointestinales, tales como enfermedad celiaca, enfermedad de Whipple, cirrosis
biliar primaria, hepatitis activa crénica y colangitis esclerosante primaria; otro ejemplo
es la gastritis autoinmune; nefropatias, tales como glomerulonefritis progresiva rapida,
nefritis postestreptocécica, sindrome de Goodpasture, glomerulonefritis membranosa y
nefritis crioglobulinémica; otro ejemplo es la enfermedad de cambio minimo;
enfermedades neurolégicas, tales como neuropatias autoinmunes, mononeuritis
multiples, sindrome miasténico Lambert-Eaton, corea de Sydenham, tabes dorsal y
sindrome de Guillain-Barr; otros ejemplos son mielopatia/paraparesis espastica
tropical, miastenia grave, polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda y
polineuropatfa desmielinizante inflamatoria crénica; enfermedades cardiacas y
pulmonares, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), alveolitis
fibrosante, bronquiolitis obliterante, aspergilosis alérgica, fibrosis cistica, sindrome de
Loffler, miocarditis y pericarditis; otros ejemplos son neumonitis por hipersensibilidad y
sindrome paraneoplasico secundario a cancer de pulmon; trastornos alérgicos, tales
como asma bronquial y sindrome de hiper-IgE; otro ejemplo es amaurosis fugax;
trastornos oﬂalmolégidos, tales como coriorretinitis idiopatica; enfermedades
infecciosas, tales como infeccién por parvovirus B (incluyendo el sindrome en guantes
y medias); y trastornos ginecoldgico-obstétrico, tales como aborto recurrente, pérdida
fetal recurrente y retraso del crecimiento intrauterino; un ejemplo mas es el sindrome
paraneoplésico secundario a neoplasmas ginecolbgicos; trastornos reproductivos en el
hombre, tales como sindrome paraneoplasico secundario a neoplasmas testiculares; y
trastornos derivados de transplante, tales como rechazo de aloinjerto y xenoinjerto, y
enfermedades de injerto contra huésped.
En una reélizacién, la enfermedad que implica células que expresan CD20 es
una enfermedad inflamatoria inmune y/o autoinmune seleccionada de cofitis ulcerativa,
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enfermedad de Crohn, diabetes de inicio juvenil, esclerosis muitiple, trombocitopenias
inmunomediadas, tales como puUrpura trombocitopénica idiopatica aguda y purpura
trombocitopénica idiopatica crénica, anemia hemolitica (incluyendo anemia hemolitica
autoinmune), miastenia grave, esclerosis sistémica y pénfigo vulgar.

Esta invenci6n no est4 limitada en su alcance por las realizaciones especificas
descritas en esta memoria. Por supuesfo, diferentes modificaciones de la invencién
ademas de las descritas en esta memoria seran evidentes para los expertos en la
técnica a partir de la descripcién anterior. Dichas modificaciones se pretende que
estén dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion de anticuerpo anti-CD20 que comprende una cantidad

terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD20, en la que la formulacion
comprende ademas acetato sédico 10 a 100 mM, cloruro sédico 25 a 100 mM, base
libre de arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2 mM, polisorbato 80 al 0,01 a 0,2% y estd

ajustadaa pH 5,0a7,0.
2. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en la que el

anticuerpo anti-CD20 se selecciona del grupo que consiste en: un fragmento de
anticuerpo anti-CD20 monoclonal y un anticuerpo anti-CD20 de longitud entera.

3. La formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en la que el

anticuerpo anti-CD20 es un anticuerpo monoclonal.

4, La formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en la que la
formulacién es estable a una temperatura de aproximadamente 5°C durante al menos

2 afios.

5. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1, en la que la
formulacion es estable a una temperatura de aproximadamente 25°C durante al menos
3 meses.

6. La formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en fa que la
formulacién es estable a una temperamra de aproximadamente 40°C durante al menos

1 mes.

7. La formufacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1, en la que la
formulacion es estable a una temperatura de aproximadamente 5§5°C durante al menos
1 dia.

8. La formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en la que la
formufacién es estable en un intervalo de temperatura de aproximadamente 5 a 55°C

durante al menos 1 dia con agitacién.

@;\:’;ﬁaf
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9. La formulacién de anticuerpo antiéCDZO de la reivindicacion 1, en la que el
anti_cu'erp:o: anti-CD20 esta presente' en una cantidad de aproximadamente 20-300
mg/ml.. '

. 10. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1, en la que el
acetato s6dico esta presente en una cantidad de aproximadamente 50 mM.

11. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en la que la

formulacion de anticuerpo anti-CD20 tiehe pH aproximadamente 5,5.

12. La formulacién-de anticuerpo ‘anti-CD'zo de la reivindicacion 1, en la que el
cloruro sédico esta presente en una cantidad de aproximadamente 51 mM.

13. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1,enla qde la
base libre de la arginina esta presente en una cantidad de aproximadamente 1%.

14. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1, en la que el
EDTA esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM.

15. La formulacién de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1, en fa que el
poliso(bato‘ 80 esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,02%.

‘ -16. Una formulacién de anticuerpo anti-CD20 que comprende un anticuerpo
anti-CD20 en el intervalo de concentracion de 20-300 mg/ml, en la que la formulacién
ademés comprende acetato sédico 50 mM, cloruro sédico 51 mM, base libre de la
arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, y esté ajustada a pH 5,5.

~ 17. Una formulacion de ahticuerpo ofatumumab que co'mprende ofatumumab
en 'él intér.Valb de concentracion de 20-300 mg/mi, en la que la formulacién ademas
comprende acetato sédico 50 mM, cloruro sédico 51 mM, base libre de la arginina al
1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%, y esta ajustada a pH 5,5.

18. Un método para tratar una enfermedad que implica células que expresan

CD20 en un mamifero, que comprende administrar una formulacién de anticuerpo anti-
CD20-que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti- -
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CD20, en el que la formulacién ademas comprende acetato sédico 10 a 100 mM,
cloruro sédico 25 a 100 mM, base libre de la arginina al 0,5 a 5%, EDTA 0,02 a 0,2
mM, polisorbato al 0,01 a 0,2% y esta ajustada a pH de 5,0a7,0.

19. Un método para tratar una enfermedad que implica células que expresan
CD20 en un mamifero, que comprende administrar una formulaciéon de antici:erpo
ofatumumab que comprende ofatumumab en el intervalo de concentracién de 20-300
mg/ml, en el que la formulacibn ademéas comprende acetato sédico 50 mM, cloruro
sodico 51 mM, base libre de la arginina al 1%, EDTA 0,05 mM, polisorbato 80 al 0,02%,

y esta ajustada a pH 5,5.

20. El método de acuerdo con la reivindicacion 18 ¢ 19, en el que la formulacién
se administra a un mamifero por via intravenosa o subcutanea.

21. Un método de la reivindicacion 18 6 19, en el que una enfermedad que
implica células que expresan CD20 se selecciona del grupo que consiste en
enfermedades tumorigénicas y enfermedades inmunes.

22. Un método de la reivindicacion 21, en el que las enfermedades
tumorigénicas son linfomas de células B seleccionados del grupo que consiste en:
leucemia/linfoma linfobléstico de células B precursoras y neoplasmas de células B
maduras, tal como leucemia linfocitica crénica de células B (LLC)linfoma linfocitico
pequefio (LLP), leucemia prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmacitico, 'linfoma
de células del manto (LCM), linfoma folicular (LF), incluyendo LF de grado bajo, grado
intermedio y grado alto, linforna del centro del foliculo cutaneo, linfoma de células B de
zona marginal (tipo MALT, tipo nodal y espiénico), leucemia de células pilosas, _Iinfo:ma
de células B grandes y difusas, linfoma de Burkitt, plasmocitoma, mieloma de células
plasmaticas, trastorno linfoproliferativo postrasplante, macroglobulinemia de
Wéldenstrom y linfoma anaplésico de células grandes (LACG).

23. Un metodo de la reivindicacion 21, en el que las enfermedades inmunes se
seleccionan del grupo de: psoriasis, artritis psoriética, dermatitis, esclerodermia
sistémica y esclerosis, enfermedad inflamatoria del intestino (Elf), enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de diﬁéultad respiratoria, meningitis, encefalitis,
uveitis, glomerulonefritis, eczema, asma, aterosclerosis, deficiencia de adhesion
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leucocitaria, esclerosis mltiple, sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren, diabetes
de inicio juvenil, enfermedad de Reiter, enfermedad de Behcet, nefritis por
inmunocomplejo, nefropatia  IgA,  polineuropatias  IgM, tromboc'rtopenias
inmunomediadas, tales como puUrpura trombocitopénica idiopatica aguda y puarpura
trombocitopénica idiopética crénica, anemia hemolitica, miastenia grave, lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide (AR), dermatitis atopica, pénfigo, enfermedad
de Grave, tiroiditis de Hashimoto, granulomatosis de Wegner, sindrome de Omenn,
insuficiencia renal crénica, mononucleosis infecciosa aguda, VIH y enfermedades

asociadas con el virus del herpes.

24. Una formulacion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacién 1 6 16, en la
que el anticuerpo anti-CD20 se selecciona del grupo que consiste en rituximab,
tositumomab, ocrelizumab, 7D8, 11B8, C6, IMMU-106, AME-133 y TRU-015.

25. Un método de la reivindicacion 18 6 19, en el que una enfermedad que
implica células que expresan CD20 es la EPQC.
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RESUMEN

Esta invencién se refiere a formulaciones de anticuerpo estables a Ila
temperatura y la cizalladura, que son mds estables comparadas con una formulacion
esténdar (tal como citrato 30 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5). Las formulaciones de
anticuerpo estables a la temperatura y la cizalladura de la presente invencion
mostraron menor predi'pitacién cuando se sometian a condiciones de tension, mientras
que la formulacion estandar se habia agregado. Este resultado era impredecible

porque termodinamicamente las dos formulaciones son similares, como se ve por sus

perfiles de DSC (calorimetria diferencial de barrido).
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Figura 3: Barrido DSC

La transicién de desdoblamiento se acopla con la agregacion. Las Tm aparentes son:
Tm, plataforma = 68,4°C

Tm, estandar = 68,8°C

Un ATm > 0,5°C se considera significativo.
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REFERENCIA Radicacién No. 9 149371
Solicitud internacional PCT/US2008/069125
Fecha inicio fase nacional 06/02/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacibn 430
oficio No. 4760

Teniendo en cuenta gque el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario gue cancele la tasa establecida por cada
reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en 1la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacién de la solicitud, so pena
de. que no sean tenidas en cuenta dentro del presente trdmite administrativo.

E consecuencia, con. fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
m%ses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio atienda el
requerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacibén, respecto de las reivindicaciones
a@icionales.

|

NoFifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Cilrcular Unica N° 10 de 2001.
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El| anterior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de
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adicacién conasignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No, 26 - 55 int.2. Tel 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.slc.gov.co e-mail: info@sic.gov,co
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