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Hintergrund der Erfindung

Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft konzentrierte Proteinformulierungen mit reduzierter
Viskositat, die zur subkutanen Verabreichung besonders geeignet sind. Weiters be-
trifft die Erfindung ein Verfahren zum Reduzieren der Viskositat konzentrierter Pro-

teinformulierungen.

Beschreibung des Standes der Technik

In den vergangenen zehn Jahren haben Fortschritte in der Biotechnologie es mdglich
gemacht, unter Verwendung von DNA-Rekombinationsverfahren eine Vielzahl von
Proteinen fur pharmazeutische Anwendungen zu produzieren. Da Proteine groer
und komplexer sind als traditionelle organische und anorganische Arzneimittel (z.B.
indem sie zusatzlich zu komplexen dreidimensionalen Strukturen mehrere funktionel-
le Gruppen aufweisen), wirft die Formulierung solcher Proteine auflerordentliche
Probleme auf. Eines der Probleme sind die erhdhten Viskositatswerte von Protein-
formulierungen, besonders bei hoher Konzentration. Zur subkutanen Verabreichung
wird wegen der Volumeneinschrankungen (< 1,5 ml) und Dosisanforderungen (fir
gewohnlich > 50 mg, vorzugsweise > 100 mg) haufig die Lieferung hoher Proteinkon-
zentration benétigt. Soll beispielsweise ein Protein Patienten zu 2 mg/kg wdchentlich
verabreicht werden, liegt die durchschnittliche wéchentliche Dosis bei 130 mg unter
Annahme von 65 kg als durchschnittlichem Patientengewicht. Da injektionsvolumen
von mehr als 1,5 ml bei subkutaner Verabreichung schlecht vertraglich sind, musste
die Proteinkonzentration bei einer wochentlichen subkutanen Verabreichung unge-
fahr 100 mg/ml betragen (130 mg Protein in einem Volumen von weniger als 1,5 ml).
Nichtsdestotrotz bringen hoch konzentrierte Proteinformulierungen mehrere Proble-
me mit sich. Ein Problem ist die Tendenz von Proteinen, wahrend der Verarbeitung
und/oder Lagerung Partikel zu bilden, was die Bearbeitung wahrend der Weiterver-
arbeitung erschwert. Im Falle rekonstituierter Fllssigformulierungen wird dies flr ge-
woéhnlich durch Hinzufliigen eines geeigneten Tensids (z.B. eines Polysorbats) wah-
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rend der Gefriertrocknung oder nach der Gefriertrocknung wahrend des Rekonstituie-
rens der Formulierung umgangen. Zwar hat sich gezeigt, dass Tenside den Grad der
Partikelbildung von Proteinen signifikant reduzieren, jedoch sprechen sie ein weite-
res Problem, das mit dem Bearbeiten und Verabreichen konzentrierter Proteinformu-
lierungen in Verbindung steht, nicht an. Auf Grund ihrer makromolekularen Beschaf-
fenheit und ihres Potentials fir intermolekulare Wechselwirkungen neigen Proteine
dazu, bei hoher Konzentration viskose Ldsungen zu bilden. Zudem werden viele Pro-
teine in Gegenwart groRer Mengen von Lyoprotectant, wie z.B. Zucker, gefrierge-
trocknet, um ihre Stabilitat aufrechtzuerhalten. Der Zucker kann die intermolekularen
Wechselwirkungen verstarken und die Viskositat erhdhen. Hochviskose Formulie-
rungen sind schwer herzustellen, in eine Spritze zu bringen und subkutan zu injizie-
ren. Gewaltanwendung beim Bearbeiten der viskosen Formulierungen fiihrt zu Uber-
schissiger Schaumung, und die resultierende Detergens-artige Wirkung von
Schaum besitzt das Potential, das therapeutisch aktive Protein zu denaturieren und
zu deaktivieren. Dariiber hinaus erhoht viskose Losung wahrend des UF/DF-
Vorgangs den Rickstau und erschwert die Gewinnung des Proteins. Dies kann zu
betrachtlichem Verlust an Proteinprodukt fiihren. Dem bisherigen Stand der Technik
fehlt eine befriedigende Lésung dieses Problems. Daher besteht Bedarf, ein Verfah-
ren zum Reduzieren der Viskositét einer Formulierung, die hohe Proteinkonzentrati-

on enthalt, zu entwickeln.

Stabile isotonische gefriergetrocknete Proteinformulierungen sind in der PCT-
Veréffentlichung WO 97/04801, verdffentlicht am 13. Februar 1997, offenbart. Die
offenbarten gefriergetrockneten Formulierungen kénnen rekonstituiert werden, um
flissige Formulierungen mit hoher Proteinkonzentration ohne erkennbaren Stabili-
tatsverlust zu erzeugen. Die moglichen Schwierigkeiten in Zusammenhang mit der
hohen Viskositat der rekonstituierten Formulierungen werden dabei jedoch nicht an-

gesprochen.

Die Anmelder haben herausgefunden, dass die Herstellung von proteinhéltigen, ge-
friergetrockneten Formulierungen mit 100 mM NaCl-Verdunnungsmittel zu einer

leicht hypertonischen Lésung fiihren kann. Zuvor war angenommen worden, dass




pharmazeutische Formulierungen auf physiologischem pH-Wert gehalten werden
und isotonisch sein mussen. Diese Annahme beruhte zumindest teilweise auf der
Auffassung, dass die Verabreichung hypertonischer Formulierungen zu Dehydrie-
rung fihren kdnne und daher das Gewebe an der Injektionsstelle beschadigen konn-
te. Allerdings ist die Annahme einer Notwendigkeit absoluter Isotonie einer pharma-
zeutischen Formulierungen moglicherweise nicht ausreichend fundiert. Beispielswei-
se haben Zietkiewicz et al., Grzyby Drozdzopodobne 23, 869-870 (1971), gezeigt,
dass die absolute Isotonie der Arzneimittel nicht erforderlich ist. Es wurde festge-
stelit, dass es genlgt, jene Arzneimittelldsungen zu vermeiden, die die kritischen
Grenzen der Hypertonie Ubersteigen. Gewebeschaden wurde beispielsweise nur
dann beobachtet, wenn eine hypertonische Lésung von 1.300 mOsmol/kg (etwa 650
mM NacCl) oder mehr subkutan oder intramuskulér an Versuchstiere verabreicht wur-
de. Folglich scheinen Formulierungen, die leicht hypertonisch oder aulRerhalb des
physiologischen pH-Bereichs sind, keine Gefahr des Gewebeschadens an der Ver-

abreichungsstelle darzustellen.

EP 0661060 beschreibt konzentrierte Immunglobulinpraparate mit geringer Osmolari-

tat und niedriger Viskositat.

WO 97/04801 beschreibt stabile, isotonische, gefriergetrocknete Antikérperformulie-

rungen.

Weiters haben die Anmelder herausgefunden, dass proteinhéltige L6sungen mit ei-
nem gesenkten (4,0 bis 5,3) oder erhéhten (6,5 bis 12,0) pH-Wert ebenfalls wirksam
darin waren, die Viskositidt von Proteinformulierungen mit hohen Konzentrationen zu

reduzieren.

Die vorliegende Erfindung betrifft das Bereitstellen einer Immunglobulinformulierung
in hoher Konzentration mit reduzierter Viskositat, die leicht zu handhaben und zur
subkutanen Verabreichung geeignet ist. Die vorliegende Erfindung betrifft weiters
das Bereitstellen eines Verfahrens zum Reduzieren der Viskositat konzentrierter Im-

munglobulinformulierungen.



Zusammenfassung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Senken der Viskositét konzen-
trierter Immunglobulinzusammensetzung durch Erhdhen der Gesamtionenstarke der
Formulierung durch Zusatz von Salzen oder Pufferkomponenten, wie in den Anspra-
chen definiert ist, ohne die Stabilitéat oder die biologische Aktivitat signifikant zu be-
eintrachtigen. Dementsprechend betrifft die Erfindung Verfahren und Mittel zum Re-
duzieren der Viskositat konzentrierter Immunglobulinformulierungen, in erster Linie,
um einfache Handhabe vor und wahrend der Verabreichung an einen Patienten zu

gewahrleisten.

Die vorliegende Erfindung ist in den Anspruchen definiert. In einem Aspekt stellt die
vorliegende Erfindung eine stabile flissige Formulierung bereit, die ein Immunglobu-
lin in einer Menge von zumindest etwa 80 mg/ml und ein Salz und/oder einen Puffer
in einer Menge von zumindest etwa 100 mM umfasst und bei 25 °C eine kinemati-
sche Viskositat von etwa 50 mm?/s oder weniger aufweist, wobei das Immunglobulin
der Antikérper rhuMAb-E25, rhuMAb-E26 oder rhuMAb-E27 ist und wobei das Salz
nicht Natriumchlorid ist, wie in den Anspriichen dargelegt ist. Die Salze und/oder Puf-
fer sind pharmazeutisch annehmbar und stammen von diversen bekannten (anorga-
nischen und organischen) Sauren oder basenbildenden Metallen und Aminen. Alter-
nativ dazu kénnen die Salze und/oder Puffer von Aminosauren stammen. In einem
spezifischen Aspekt werden die Salze aus der aus Argininhydrochiorid, Natrium-
thiocyanat, Ammoniumthiocyanat, Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Calcium-
chlorid, Zinkchlorid und Natriumacetat bestehenden Gruppe ausgewahit. In einem
weiteren Aspekt sind die Salze oder Puffer einwertig. In noch einem weiteren Aspekt
enthalt die Formulierung die oben stehenden Salze oder Pufferkomponenten in einer
Menge von etwa 100 bis 200 mM und weist eine Viskositat von etwa 2 bis 30 mm?/s
auf. In einer weiteren bestimmten Ausfihrungsform ist die Formulierung hyperto-
nisch. In noch einem weiteren bestimmten Aspekt kann die Formulierung auflerdem
ein Tensid, wie z.B. Polysorbat, umfassen. Die Erfindung zieht auch eine rekonstitu-
ierte Formulierung in Betracht, die weiters ein Lyoprotectant, wie z.B. Zucker, um-
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fasst. In wieder einem weiteren bestimmten Aspekt kann der Lyoprotectant-Zucker
z.B. Saccharose oder Trehalose sein und kann in einer Menge von etwa 60 bis 300
mM vorliegen. In einem weiteren spezifischen Aspekt ist die Proteinkonzentration in
der rekonstituierten Formulierung etwa 2- bis 40-mal héher als die Proteinkonzentra-

tion in dem Gemisch vor der Gefriertrocknung.

Die Erfindung stellt eine Formulierung mit hohen Konzentrationen von rhuMADbE-25,
rhuMAbE-26 oder rhuMADbE-27 bereit, wie in den Anspriichen dargelegt. Die Antikor-
per sind in der WO 99/1556 beschrieben. Die Formulierungen der vorliegenden Er-
findung kénnen pharmazeutische Formulierungen, insbesondere Formulierungen zur

subkutanen Verabreichung, sein.

In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Verringe-
rung der kinematischen Viskositat einer Formulierung bereit, die ein Immunglobulin in
einer Menge von zumindest 80 mg/ml umfasst, umfassend das Zusetzen eines Sal-
zes und/oder eines Puffers in einer Menge von zumindest 100 nM, wobei das Im-
munglobulin der Antikdrper rhuMAb-E25, rhuMAb-E26 oder rhuMAb-E27 ist und wo-
bei das Salz nicht Natriumchlorid ist, wie in den Ansprichen dargelegt ist. In einem
spezifischen Aspekt wird die Viskositat bei 25 °C auf 50 mm?/s oder weniger verrin-
gert. In einem spezifischen Aspekt wird die Viskositat auf etwa 2 bis 30 mm?/s redu-
Ziert. In einem weiteren spezifischen Aspekt kdnnen die Salze oder Pufferkomponen-
ten in einer Menge von zumindest etwa 100 mM, vorzugsweise etwa 100 bis 200
mM, besonders bevorzugt etwa 150 mM, zugesetzt werden. Die Salze und/oder Puf-
fer sind pharmazeutisch annehmbar und stammen von verschiedenen bekannten
(anorganischen oder organischen) Sauren mit ,basenbildenden® Metallen oder Ami-
nen. Alternativ dazu kénnen die Salze und/oder Puffer von Aminoséuren stammen.
In noch einem weiteren spezifischen Aspekt sind die Salze und/oder Puffer einwertig.
In wieder einem weiteren spezifischen Aspekt sind die Salze aus der aus Argininhyd-
rochlorid, Natriumthiocyanat, Ammoniumthiocyanat, Ammoniumsulfat, Ammonium-
chlorid, Calciumchlorid, Zinkchlorid und Natriumacetat bestehenden Gruppe ausge-
wahlt. In wieder einem weiteren Aspeki enthalt die Formulierung oben stehende

Salz- oder Pufferkomponenten in einer Menge von etwa 100 bis 200 mM und weist




eine Viskositat von etwa 2 bis 30 mm?/s auf. In noch einem weiteren Aspekt weist
das Immunglobulin in der Formulierung ein Molekulargewicht von zumindest etwa 15
bis 20 kD auf. In einer weiteren bestimmten Ausfllhrungsform kann die Formulierung
weiters ein Tensid, wie z.B. Polysorbat, umfassen. Die Erfindung zieht auch eine re-
konstituierte Formulierung in Betracht, die auflerdem ein Lyoprotectant, wie z.B. ei-
nen Zucker, umfasst. In einem bestimmten Aspekt kann der Lyoprotectant-Zucker
z.B. Saccharose oder Trehalose sein und in einer Menge von etwa 60 bis 300 mM
vorliegen. In einem spezifischen Aspekt kann die Formulierung mit einem Verdin-
nungsmittel, das den Puffer oder das Salz umfasst, rekonstituiert werden. In einer
bevorzugten Ausfilhrungsform ist die Proteinkonzentration in der rekonstituierten
Formulierung etwa 2- bis 40-mal héher als die Proteinkonzentration im Gemisch vor

der Gefriertrocknung.

Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Verringerung der Viskositat einer Immunglobu-
linforumlierung bereit, wie in den Anspriichen dargelegt. In einem spezifischen As-
pekt wird das Verfahren verwendet, um eine rekonstituierbare Formulierung herzu-
stellen, insbesondere solche, die nach dem Konzentrationsschritt (z.B. Gefriertrock-
nung) auf viel hdhere Immunglobulinkonzentrationen konzentriert sind (z.B. 2- bis

40fach) als davor.

Solche Formulierungen sind zur subkutanen Verabreichung besonders nitzlich.

Ebenfalls bereitgestellt ist ein Fertigartikel, der einen Behalter umfasst, in welchem

eine Formulierung wie in den Ansprichen definiert eingeschlossen ist.

Ebenfalis hierin beschrieben ist ein Verfahren zum Vermeiden der Selbstbindung von
Proteinen in konzentrierten Flissigformulierungen durch (1) Zusetzen eines Salzes
oder einer Pufferkomponente in einer Menge von zumindest etwa 50 mM; oder (2)
Andemn des pH-Werts durch Senken auf (= 4,0 bis = 5,3) oder Erhdhen auf (= 6,5 bis
= 12,0). In einem spezifischen Aspekt ist die zu vermeidende Selbstbindung jene, die
durch die Gegenwart von Zuckern (z.B. Saccharose oder Trehalose), die haufig als

Lyoprotectants verwendet werden, induziert oder verscharft wurde. Demnach ist die-




ses Verfahren zum Vermeiden der Selbstbindung von rekonstituierten gefrierge-
trockneten Formulierungen besonders niitzlich.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

Fig. 1 zeigt die Auswirkungen der Proteinkonzentration auf die Viskositat von rekon-
stituierter Formulierung, die den Anti-IgE-Antikérper rhuMAb E25, 16 mM Histidin,
266 mM Saccharose und 0,03 % Polysorbat 20 enthélt, bei 25 °C.

Fig. 2. bildet die Auswirkungen der NaCl-Konzentration auf die Viskositat von rekon-
stituierter Formulierung, die 125 mg/ml Anti-IgE-Antikérper rhuMAb E25, 16 mM His-
tidin, 266 mM Saccharose, 0,03 % Polysorbat 20 und verschiedene Mengen NaCl
enthalt, bei 25 °C ab.

Fig. 3 zeigt die Auswirkungen diverser Salze auf die Viskositat von rekonstituierter
Formulierung, die 40 mg/ml des Anti-IgE-Antikérpers rhuMADb E25, 10 mM Histidin,
250 mM Saccharose, 0,01 % Polysorbat 20 und diverse Mengen von Salzen enthélt,
bei 25 °C.

Fig. 4 zeigt die Auswirkungen der Pufferkonzentration auf die Viskositat einer Flis-
sigformulierung, die 80 mg/mi des Anti-IgE-Antikdrpers rhuMAb E25, 50 mM Histidin,
150 mM Trehalose, 0,05 % Polysorbat 20 und diverse Mengen von Histidin-, Acetat-

oder Succinatkomponenten enthalt, bei 25 °C.

Fig. 5 zeigt die Auswirkungen der NaCl-Konzentration auf die Viskositat einer rekon-
stituierten Formulierung, die 21 mg/ml rhuMAb E26, 5 mM Histidin und 275 mM Sac-

charose enthélt, bei 6 °C.
Fig. 6 zeigt die Auswirkungen des pH-Werts auf die Viskositat von Fllssigformulie-

rungen, die 130 mg/ml rhuMAb E25 und 2 bis 17,5 mM Acetat oder Arginin mit und
ohne 150 mM NaCl enthalten, bei 25 °C.
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Fig. 7 zeigt die Auswirkungen des pH-Werts auf die Viskositdt von rekonstituierten
gefriergetrockneten Formulierungen, die 94 mg/ml rhuMAb E25, 250 mM Trehalose
und 20 mM Histidin enthalten, bei 25 °C.

Ausfiihrliche Beschreibung der bevorzugten Ausfuhrungsform

I. Definitionen

Mit ,Protein” ist eine Sequenz von Aminosauren gemeint, fir die die Kettenlédnge
ausreicht, um die héheren Stufen von Tertidr- und/oder Quartarstruktur zu produzie-
ren. So unterscheiden sich Proteine von ,Peptiden®, die ebenfalls aminoséurebasier-
te Molekiile sind, aber keine solche Struktur aufweisen. Typischerweise weist ein
Immunglobulin zur Verwendung hierin ein Molekulargewicht von zumindest etwa 15

bis 20 kD, vorzugsweise zumindest etwa 20 kD, auf.

Beispiele fir Proteine umfassen Saugetierproteine, wie z.B. Wachstumshormon, ein-
schlieBlich menschliches Wachstumshormon und Rinderwachstumshormon; Wachs-
tumshormonfreisetzungsfaktor; Parathormon; Schilddriise-stimulierendes Hormon;
Lipoproteine; a-1-Antitrypsin; Insulin-A-Kette; Insulin-B-Kette; Proinsulin; Follikel-
stimulierendes Hormon; Calcitonin; luteinisierendes Hormon; Glucagon; Gerinnungs-
faktoren wie z.B. Faktor VIIIC, Faktor IX, Gewebefaktor und von-Willebrands-Faktor;
Anti-Gerinnungs-Faktoren, wie z.B. Protein C; atrialer natriuretischer Faktor; Lungen-
tensid; ein Plasminogenaktivator, wie z.B. Urokinase oder Gewebetyp-
Plasminogenaktivator (t-PA, z.B. Activase®, TNKase®, Retevase®); Bombazin;
Thrombin; Tumornekrosefaktor-a und -B; Enkephalinase; RANTES (reguliert bei Akti-
vierung, normalerweise T-Zellen-exprimiert und -sekretiert); menschliches Makro-
phagen-Entziindungsprotein (MIP-1-a); Serumalbumin, wie z.B. Humanserumal-
bumin; Miller-hemmende Substanz; Relaxin-A-Kette; Relaxin-B-Kette; Prorelaxin;
Maus-Gonadotropin-assoziiertes Peptid; Dnase; Inhibin; Activin; GefalBendothel-
wachstumsfaktor (VEGF); Rezeptoren fir Hormone oder Wachstumsfaktoren; ein
Integrin; Protein A oder D; Rheumafaktoren; einen neurotrophen Faktor, wie z.B. der

vom Knochen stammende neurotrophe Faktor (BDNF), Neurotrophin-3, -4, -5 oder -6




(NT-3, NT-4, NT-5 oder NT-6) oder ein Nervenwachstumsfaktor wie z.B. NGF-f3; den
aus Blutplattchen gewonnenen Wachstumsfaktor (PDGF); den Fibroblastenwachs-
tumsfaktor, z.B. aFGF und bFGF; den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF); den
transformierenden Wachstumsfaktor (TGF), z.B. TGF-a und TGF-, umfassend TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B3. TGF-B4 oder TGF-B5; den insulindhnlichen Wachstumsfaktor-I
und -1l (IGF-I und IGF-Il); Des(1-3)-IGF-I (Gehirn-IGF-1); den insulindhnlichen Wachs-
tumsfaktor bindende Proteine; CD-Proteine, wie z.B. CD3, CD4, CD8, CD19 und
CD20; Erythropoietin (EPO); Thrombopoietin (TPO); osteoinduktive Faktoren; Im-
muntoxine; ein knochenmorphogenetisches Protein (BMP); ein Interferon, wie z.B.
Interferon-a, - und -y, koloniestimulierende Faktoren (CSFs), z.B. M-CSF, GM-CSF
und G-CSF; Interleukine (ILs), z.B. IL-1 bis IL-10; Superoxiddismutase; T-Zellen-
Rezeptoren; Oberflichenmembranproteine; der Zerfall beschleunigenden Faktor
(DAF); ein virales Antigen, wie z.B. ein Abschnitt der AIDS-Hyille; Transportproteine;
homing-Rezeptoren; Addressine; regulierende Proteine; Immunadhésine; Antikorper;
und biologisch aktive Fragmente oder Varianten der oben stehend aufgezahiten Po-

lypeptide.

Das formulierte Immunglobulin ist vorzugsweise im Wesentlichen rein und win-
schenswerterweise im Wesentlichen homogen (d.h. frei von kontaminierenden Prote-
inen). ,Im Wesentlichen reines” Protein steht fur eine Zusammensetzung, die zumin-
dest etwa 90 Gew.-% des Proteins, bezogen auf das Gesamtgewicht der Zusam-
mensetzung, vorzugsweise zumindest etwa 95 Gew.-%, umfasst. ,Im Wesentlichen
homogenes*“ Protein steht flr eine Zusammensetzung, die zumindest etwa 99 Gew.-

% des Proteins, bezogen auf das Gesamtgewicht der Zusammensetzung, umfasst.

Der Begriff ,Antikdrper” wird im weitesten Sinne verwendet und deckt im Speziellen
monoklonale Antikérper (einschlieBlich VolllAngen-Antikérper mit einer Immunglobu-
lin-Fc-Region), Antikérperzusammensetzungen mit polyepitopischer Spezifitat,
bispezifische Antikdrper, Diabodies und einkettige Molekile sowie Antikérperfrag-
mente (z.B. Fab, F(ab')2 und Fv) ab.



Die grundiegende 4-kettige Antikdrpereinheit ist ein heterotetrameres Glykoprotein,
das aus zwei identischen Leicht- (L-) Ketten und zwei identischen Schwer (H-) Ketten
zusammengesetzt ist. Ein IgM-Antikorper besteht aus 5 der grundlegenden heterotet-
rameren Einheit neben einem zusétzlichen Polypeptid, das J-Kette genannt wird, und
enthélt 10 Antigenbindungstellen, wahrend IgA-Antikorper 2 bis 5 der grundlegenden
4-kettigen Einheit umfassen, die polymerisieren kdnnen und so mehrwertige An-
sammlungen in Kombination mit der J-Kette bilden. Im Falle von IgGs betragt die 4-
kettige Einheit im Allgemeinen etwa 150.000 Dalton. Jede L-Kette ist mit einer H-
Kette durch eine kovalente Disulfidbindung verbunden, wahrend die beiden H-Ketten
miteinander durch eine oder mehrere Disulfidbindungen, je nach Isotyp der H-Ketten,
verbunden sind. Jede L- und jede H-Kette hat auch zwischen den Ketten Disulfidbra-
cken mit regelmaRigen Abstanden. Jede H-Ketten weist an ihrem N-Terminus eine
variable Domane (Vn), gefolgt von drei konstanten Doméanen (Cr) fiir jede der a- und
y-Ketten und vier Cu-Domanen fir die - und e-Isotypen auf. Jede L-Kette weist an
ihrem N-Terminus eine variable Doméne (VL) auf, gefolgt von einer konstanten Do-
mane an ihrem anderen Ende. Die VL ist mit der Vi angeordnet, und die CL ist mit
der ersten konstanten Doméne der Schwerkette (Ch1) angeordnet. Es wird ange-
nommen, dass bestimmte Aminosaurereste eine Schnittstelle zwischen den variab-
len Doménen der Leichtkette und der Schwerkette bilden. Die Paarung einer Vu und
einer VL zusammen bildet eine einzelne Antigenbindungsstelle. Fur Struktur und Ei-
genschaften der verschiedenen Klassen von Antikérpern siehe z.B. Basic and Clini-
cal Immunology, 8. Auflage, S. 71 und Kapitel 6, Daniel P. Sties, Abba |. Terr und
Tristram G. Parslow (Hrsg.), Appleton & Lange, Norwalk, Connecticut, USA (1994).

Die L-Kette aus jeder beliebigen Wirbeltierspezies kann auf Grund der Aminoséau-
resequenzen ihrer konstanten Domanen einer von zwei klar unterscheidbaren Arten,
genannt Kappa und Lambda, zugeordnet werden. Je nach Aminosauresequenz der
konstanten Domane ihrer Schwerketten (CH) konnen Immunglobuline verschiedenen
Klassen oder Isotypen zugeordnet werden. Es gibt funf Klassen von Immunglobuli-
nen: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM mit Schwerketten, die als a, d, €, y bzw. p bezeichnet

werden. Die Klassen y und p werden auf der Basis relativ geringer Unterschiede in



CH-Sequenz und -Funktion weiters in Unterklassen unterteilt, Menschen z.B. expri-
mieren die folgenden Subklassen: IgG1, 19G2, 1IgG3, 1gG4, IgA1 und IgA2.

Der Begriff ,variabel“ bezieht sich auf den Umstand, dass unter den AntikGrpern be-
stimmte Abschnitte der variablen Doménen sich in ihrer Sequenz stark unterschei-
den. Die V-Doméane vermittelt die Antigenbindung und definiert die Spezifitat eines
bestimmten Antikérpers fir sein bestimmtes Antigen. Die Variabilitat ist jedoch nicht
Gber die gesamte Spanne der variablen Doméanen gleichmalig verteilt. Stattdessen
bestehen die V-Regionen aus relativ invarianten Strecken, genannt Geristregionen
(FRs), mit etwa 15 bis 30 Aminosaureresten, getrennt durch kiirzere Regionen mit
extremer Variabilitit, genannt ,hypervariable Regionen“ oder manchmal ,komple-
mentaritatsbestimmende Regionen“ (CDRs), die jeweils eine Lange von ungefahr 9
bis 12 Aminosauren aufweisen. Die variablen Doméanen von nativen Schwer- und
Leichtketten umfassen jeweils vier FRs, die im Wesentlichen eine B-
Faltblattkonfiguration annehmen, verbunden durch drei hypervariable Regionen, die
Schleifen bilden, die die B-Faltblattstruktur verbinden und in manchen Fallen Teile
davon bilden. Die hypervariablen Regionen in jeder Kette werden in groRer Néhe
durch die FRs zusammengehalten und tragen mit den hypervariablen Regionen aus
der anderen Kette zur Bildung der Antigenbindungsstelle von Antikérpern bei (siehe
Kabat et al.,, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5. Auflage, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA (1991)). Die
konstanten Domanen sind nicht unmittelbar an der Bindung eines Antikdrpers an ein
Antigen beteiligt, weisen aber diverse Effektorfunktionen auf, wie z.B. die Beteiligung

von antikdrperabhéngiger zellularer Zytotoxizitat (ADCC).

Der Begriff ,hypervariable Region“ (auch bekannt als ,komplementaritatsbestimmen-
de Regionen“ oder CDRs) bezeichnet hierin verwendet die Aminoséurereste eines
Antikorpers, die (fir gewdhnlich drei oder vier kurze Regionen mit extremer Se-
guenzvariabilitdt) sich innerhalb der V-Regions-Domane eines Immunglobulins befin-
den, die Antigenbindungsstelle bilden und die Hauptdeterminanten von Antigenspezi-
fitat sind. Es gibt mindestens zwei Methoden zum Identifizieren von CDR-Resten: (1)

einen Ansatz, der auf Kreuz-Spezies-Sequenzvariabilitat basiert (d.h. Kabat et al.,

-11-

11/61



Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institute of Health, Be-
thesda, Maryland, USA (1991); und (2) einen Ansatz, der auf kristallografischen Stu-
dien von Antigen-Antikdrper-Komplexen beruht (C. Chothia et al., J. Mol. Biol. 196,
901-917 (1987)). In dem Ausmald, dass zwei Reste-ldentifikationsverfahren Regio-
nen der Uberlappung, aber nicht identische Regionen definieren, kénnen sie jeden-
falls kombiniert werden und eine Hybrid-CDR definieren.

Der Ausdruck ,monoklonaler Antikorper” bezieht sich, wie hierin verwendet, auf einen
Antikérper, der aus einer Population von im Wesentlichen homogenen Antikérpern
gebildet wird, d.h. die einzelnen Antikérper, aus denen die Population besteht, sind
identisch, mit der Ausnahme méglicher natlrlich auftretender Mutationen, die in ge-
ringen Mengen vorhanden sein kdnnen. Monoklonale Antikorper sind hochgradig
spezifisch, da sie gegen eine einzelne antigene Stelle gerichtet sind. Weiters ist jeder
monoklonale Antikérper im Gegensatz zu herkdmmlichen (polyklonalen) Antikorper-
Praparaten, die typischerweise unterschiedliche Antikérper umfassen, die gegen un-
terschiedliche Determinanten (Epitope) gerichtet sind, gegen eine einzelne Determi-
nante auf dem Antigen gerichtet. Zusatzlich zu ihrer Spezifitat sind die monoklonalen
Antikdrper von Vorteil, da sie durch die Hybridom-Kultur synthetisiert werden, unkon-
taminiert durch andere Immunglobuline. Das Attribut ,monoklonal” zeigt die Eigen-
schaft des Antikorpers als aus einer im Wesentlichen homogenen Population an An-
tikérpern erhalten und ist nicht als eine Produktion des Antikdrpers durch ein spezifi-
sches Verfahren erforderlich machend auszulegen. Die in Einklang mit der vorlie-
genden Erfindung zu verwendenden monoklonalen Antikdrper kdnnen z.B. durch das
Hybridomverfahren hergestelit werden, das zuerst von Kohler et al., Nature 256, 495
(1975), beschrieben wurde, oder sie konnen durch DNA-Rekombinationsverfahren
hergestellt werden (siehe z.B. US-Patent Nr. 4.816.567). Die ,monoklonalen Antikor-
per‘ kénnen z.B. ebenfalls aus Phagen-Antikdrper-Bibliotheken unter Verwendung
der in Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991), und Marks et al., J. Mol. Biol.
222, 581-597 (1991), beschriebenen Verfahren isoliert werden.

Die monoklonalen Antikérper umfassen hierin spezifisch ,chimare* Antikérper (Im-
munglobuline), bei denen ein Abschnitt der Schwer- und/oder Leichtkette identisch
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mit oder homolog zu entsprechenden Sequenzen in Antikérpern ist, die von einer
spezifischen Spezies abstammen oder zu einer spezifischen Antikorperklasse oder
-unterklasse gehéren, wahrend der Rest der Kette(n) identisch mit oder homolog zu
entsprechenden Sequenzen in Antikérpern ist, die von einer anderen Spezies ab-
stammen oder zu einer anderen Antikérperklasse oder -unterklasse gehoren, sowie
Fragmente solcher Antikorper, solange sie die gewtlinschte biologische Aktivitat auf-
weisen (US-Patent Nr. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
6851-6855 (1984)).

Ein ,intakter* Antikorper ist einer, der eine Antigenbindungsstelle sowie eine CL und

zumindest die Schwerkettendoméanen Cu1, Cx2 und Cx3 umfasst.

Ein ,Antikérperfragment® umfasst einen Abschnitt eines intakten Antikorpers, vor-
zugsweise die Antigenbindungs- oder variable Region des intakten Antikdrpers. Bei-
spiele von Antikérperfragmenten umfassen Fab-, Fab’-, F(ab’)2- und Fv-Fragmente;
Diabodies; lineare Antikorper (siehe US-Patent 5.641.870, Beispiel 2; Zapata et al.,
Protein Eng. 8 (10), 1057-1062 (1995)); einkettige Antikdrpermolekiile; sowie multi-
spezifische Antikorpermolekiile, die aus Antikérperfragmenten gebildet werden.

Papainverdau von Antikdrpern produziert zwei identische Antigen-Bindungsfragmen-
te, genannt ,Fab“-Fragmente, und ein Rest-,Fc“-Fragment, dessen Namen seine Fa-
higkeit widerspiegelt, schnell zu kristallisieren. Das Fab-Fragment besteht aus einer
ganzen L-Kette neben der variablen Regionsdoméne der H-Kette (VH) und der ersten
konstanten Doméane einer Schwerkette (Cn1). Jedes Fab-Fragment ist einwertig in
Hinblick auf Antigenbindung, d.h. es hat eine einzige Antigenbindungsstelle. Die
Pepsinbehandlung eines Antikdrpers ergibt ein F(ab’)2-Fragment, das kurz gesagt
zwei Disulfid-gebundenen Fab-Fragmenten mit unterschiedlicher Antigenbindungsak-
tivitat entspricht und trotzdem in der Lage ist, Antigen zu vernetzen. Fab'-Fragmente
unterscheiden sich von Fab-Fragmenten, indem sie einige zusatzliche Reste am
Carboxy-Terminus der Cn1-Domane, einschlieBlich eines oder mehrerer Cysteine
aus der Antikdrper-Gelenksregion, aufweisen. Fab'-SH ist hierin die Bezeichnung flr

Fab', worin der oder die Cysteinreste der konstanten Doménen eine freie Thiolgruppe
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tragen. F(ab')-Antikérperfragmente wurden urspringlich als Paare von Fab'-
Fragmenten produziert, die Gelenkscysteine zwischen sich haben. Weitere chemi-

sche Paarungen von Antikérperfragmenten sind ebenfalls bekannt.

Das Fc-Fragment umfasst die Carboxy-terminalen Abschnitte beider H-Ketten, zu-
sammengehalten durch Disulfide. Die Effektorfunktionen von Antikérpern werden
durch Sequenzen in der Fc-Region bestimmt, die Region, die auch durch Fc-
Rezeptoren (FcR) erkannt wird, die auf bestimmten Arten von Zellen zu finden sind.

.FV* ist das minimale Antikdrperfragment, das eine vollstdndige Antigen-Erkennungs-
und -Bindungsstelle aufweist. Diese Region besteht aus einem Dimer einer variablen
Schwer- und Leicht-Kettenregionsdoméne in enger, nichtkovalenter Assoziierung.
Aus der Faltung dieser zwei Domanen entspringen sechs hypervariable Schleifen (je
3 Schleifen aus der H- und L-Kette), die Aminosaurereste zur Antigenbindung liefern
und dem Antikérper Antigenbindungsspezifitat verleihen. Sogar eine einzelne variab-
le Doméne (oder die Halfte einer Fv, umfassend nur drei CDRs, die fiir ein Antigen
spezifisch sind) besitzt jedoch die Fahigkeit, Antigen zu erkennen und zu binden,
wenn auch mit geringerer Affinitat als die gesamte Bindungsstelle.

.Einkettige Fv“, abgekirzt auch ,sFv“ oder ,scFv*, sind Antikorperfragmente, die die
Vh- und Vi-Doménen von Antikérpern, verbunden in einer einzelnen Polypeptidkette,
umfassen. Vorzugsweise umfasst das sFv-Polypeptid weiters einen Polypeptid-
Linker zwischen den Vn- und Vi-Doméanen, der es dem sFv ermdglicht, die ge-
wiinschte Struktur fir die Antigen-Bindung zu bilden. Fir eine Beschreibung von sFv
siehe Pluckthun, in: The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Band 113, 269-
315, Rosenburg und Moore (Hrsg.), Springer-Verlag, New York, USA (1994).

Der Ausdruck ,Diabodies” bezieht sich auf kleine Antikérperfragmente, die durch
Konstruieren von sFv-Fragmenten (siehe obiger Absatz) mit kurzen Linkern (etwa 5-
10 Reste) zwischen der Vu- und Vi-Doméane hergestellt wurden, sodass eine Paa-
rung der V-Domanen zwischen den Ketten, jedoch nicht auf den Ketten erreicht wird,

wodurch ein zweiwertiges Fragment, d.h. ein Fragment mit zwei Antigenbindungs-
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stellen, erhalten wird. Bispezifische Diabodies sind Heterodimere von zwei ,,Crosso-
ver‘-sFv-Fragmenten, in denen die Vi- und Vi-Doménen der zwei Antikérper auf un-
terschiedlichen Polypeptidketten vorhanden sind. Diabodies werden z.B. ausfihrli-
cher in EP 404.097; WO 93/11161; und Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90, 6444-6448 (1993), beschrieben.

Ein Antikdrper, der an ein bestimmtes Polypeptid oder ein Epitop auf einem bestimm-
ten Polypeptid ,spezifisch bindet“ oder ,daflir spezifisch® ist, ist einer, der an dieses
bestimmte Polypeptid oder dieses Epitop auf einem bestimmten Polypeptid bindet,
ohne wesentlich an ein anderes Polypeptid oder Polypeptidepitop zu binden.

~-Humanisierte* Formen nichtmenschlicher (z.B. muriner) Antikérper sind chiméare
Immunglobuline, Immunglobulinketten oder Fragmente davon (wie z.B. Fv, Fab,
Fab’, F(ab’)2 oder andere Antigenbindungssubsequenzen von Antikérpern), meistens
menschlichen Sequenzen, die eine Minimalsequenz enthalten, die von nichtmensch-
lichem Immunglobulin abstammt. Humanisierte Antikdrper sind groftenteils mensch-
liche Immunglobuline (Rezipientenantikorper), in denen Reste aus der hypervariab-
len Region (auch CDR) des Rezipientenantikbrpers durch Reste aus der hypervari-
ablen Region einer nichtmenschlichen Spezies (Donorantikérper), wie z.B. einer
Maus, einer Ratte oder einem Kaninchen, mit der gewilinschten Spezifitat, Affinitat
und Kapazitat ersetzt sind. In manchen Fallen werden Fv-Geriist-Regions- (FR-)
Reste des menschlichen Immunglobulins durch entsprechende nichtmenschliche
Reste ersetzt. Weiters konnen ,humanisierte Antikbrper* wie hierin verwendet auch
Reste umfassen, die weder im Rezipientenantikorper noch im Donorantikdrper zu
finden sind. Diese Modifikationen werden gemacht, um die Leistung des Antikorpers
weiter zu verfeinern und zu optimieren. Im Allgemeinen umfasst der humanisierte
Antikorper im Optimalfall auch zumindest einen Teil einer konstanten Immunglobulin-
region (Fc), typischerweise den eines menschlichen Immunglobulins. Fir weitere
Details siehe Jones et al.,, Nature 321, 522-525 (1986); Reichmann et al., Nature
332; 323-329 (1988); und Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596 (1992).
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Antikorper-,Effektorfunktionen” bezeichnen die biologischen Aktivitaten, die der Fc-
Region (einer nativen Fc-Region oder Fc-Region mit Aminos&uresequenzvariante)
eines Antikdrpers zuzuordnen sind und je nach Antikérperisotyp variieren. Beispiele
fur Antikdrper-Effektorfunktionen umfassen: C1g-Bindung und komplementabhéngige
Zytotoxizitét; Fc-Rezeptor-Bindung; antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
(ADCC); Phagozytose; Herabregulierung von Zelloberflachenrezeptoren (z.B. B-

Zellen-Rezeptoren); und B-Zellen-Aktivierung.

~2Antikbrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat* oder ADCC bezeichnet eine Form
von Zytotoxizitat, worin an Fc-Rezeptoren (FcR), die auf bestimmten zytotoxischen
Zellen (z.B. natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), Neutrophilen und Makrophagen)
vorhandenes, gebundenes sekretiertes Ig es diesen zytotoxischen Effektorzellen er-
moglicht, spezifisch an eine Antigen-tragende Zielzelle zu binden und in weiterer
Folge die Zielzelle mit Zytotoxinen abzutéten. Die Antikorper ,bewaffnen” die zytoto-
xischen Zellen und sind zum Téten der Zielzelle durch diesen Mechanismus notwen-
dig. Die Hauptzellen zum Vermitteln von ADCC, die NK-Zellen, exprimieren lediglich
FcyRIll, wahrend Monozyten FcyRI, FcyRIl und FcyRIIl exprimieren. Die Fc-
Expression auf hdmatopoietischen Zellen ist in Tabelle 3 auf Seite 464 von Ravetch
und Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9, 457-92 (1991), zusammengefasst. Um die ADCC-
Aktivitat eines Molekils von Interesse zu bestimmen, kann ein In-vitro-ADCC-Test
wie der in US-Patent Nr. 5.500.362 oder 5.821.337 beschriebene durchgefiihrt wer-
den. Nitzliche Effektorzellen fiir solche Tests umfassen mononukledre Zellen des
peripheren Bluts (PBMC) und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Alternativ oder zu-
sétzlich dazu kann die ADCC-Aktivitdt des Molekiils von Interesse in vivo bestimmt
werden, z.B. in einem Tiermodell wie dem in Clynes et al., PNAS USA 95, 652-656
(1998), offenbarten.

.Fc-Rezeptor” oder ,FCR" beschreibt einen Rezeptor, der an die Fc-Region eines An-
tikérpers bindet. Der bevorzugte FcR ist ein menschlicher Nativsequenz-FcR. Auler-
dem ist ein bevorzugter FcR einer, der an IgG-Antikérper bindet (ein y-Rezeptor) und
Rezeptoren der Unterklassen FcyRI, FcyRIl und FeyRIll umfasst, darunter auch alle-

lische Varianten und alternativ gespleite Formen dieser Rezeptoren. FcyRII-
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Rezeptoren umfassen FcyRIIA (einen ,aktivierenden Rezeptor“) und FcyRIIB (einen
.,hemmenden Rezeptor’), die ahnliche Aminosiduresequenzen aufweisen, welche
sich in erster Linie in ihren zytoplasmatischen Domanen unterscheiden. Der aktivie-
rende Rezeptor FcyRIA enthéalt ein Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes Aktivierungs-
motiv (ITAM) in seiner zytoplasmatischen Doméane. Der hemmende Rezeptor
FcyRIIB enthalt ein Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes Hemmungsmotiv (ITIM) in sei-
ner zytoplasmatischen Domane (siehe M. Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15, 203-234
(1997)). FcRs werden in Ravetch und Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9, 457-92 (1991);
Capel et al., Immunomethods 4, 25-34 (1994); und de Haas et al., J. Lab. Clin. Med.
126, 330-41 (1995), besprochen. Weitere FcRs, umfassend auch solche, die in Zu-
kunft identifiziert werden, sind vom Begriff ,FCR" hierin abgedeckt. Der Begriff um-

. fasst auch den neonatalen Rezeptor, FcRn, der fir den Transfer von mutterlichen
lgGs an den Fétus verantwortlich ist. Guyer et al., J. Immunol. 117, 587 (1976), und
Kim et al., J. Immunol. 24, 249 (1994).

.Menschliche Effektorzellen” sind Leukozyten, die einen oder mehrere FcRs expri-
mieren und Effektorfunktionen ausiiben. Vorzugsweise exprimieren die Zellen zumin-
dest FcyRIIl und erfiillen eine ADCC-Effektorfunktion. Beispiele fiir menschliche Leu-
kozyten, die ADCC vermitteln, umfassen mononukledre Zellen im peripheren Blut
(PBMCs), natlirliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten, zytotoxische T-Zellen und
Neutrophile; bevorzugt werden dabei PBMCs und MNK-Zellen. Die Effektorzellen

kdonnen aus einer nativen Quelle isoliert sein, z.B. Blut.

.Komplementabhéngige Zytotoxizitat“ bzw. ,CDC" bezeichnet die Lyse einer Zielzelle
in Gegenwart von Komplement. Die Aktivierung des klassischen Komplement-
Signalwegs wird durch Bindung der ersten Komponente des Komplementsystems
(C1q) an Antikérper (der geeignetes Unterklasse), die an ihr zugehdriges Antigen
gebunden sind, initiilert. Zum Testen auf die Komplementaktivierung kann ein CDC-
Test, etwa wie von Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202, 163 (1996),
| beschrieben, durchgefiihrt werden.
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Eine ,stabile* Formulierung ist eine, in der das Protein darin im Wesentlichen seine
physikalische und chemische Stabilitat und Integritat bei Lagerung beibehalt. Diverse
Analyseverfahren zum Messen von Proteinstabilitdt sind im Fachgebiet verfugbar
und werden in Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee (Hrsg.),
Marcel Dekker, Inc., New York, New York, USA (1991), und A. Jones, Adv. Drug De-
livery Rev. 10, 29-90 (1993), besprochen. Stabilitdt kann bei einer ausgewahiten
Temperatur flir einen ausgewahlten Zeitraum gemessen werden. Zum schnellen
Screening kann die Formulierung 2 Wochen bis 1 Monat lang bei 40 °C gehalten
werden, wenn die zeitliche Stabilitit gemessen wird. Soll die Formulierung bei 2 bis 8
°C gelagert werden, sollte sie im Allgemeinen bei 30 °C oder 40 °C mindestens 1
Monat lang und/oder bei 2 bis 8 °C mindestens 2 Jahre lang stabil sein. Wenn die
Formulierung bei 30 °C gelagert werden soll, sollte sie im Aligemeinen bei 30 °C zu-
mindest 2 Jahre lang und oder bei 40 °C zumindest 6 Monate stabil sein. Das Aus-
malB der Aggregation nach Gefriertrocknung und Lagerung kann z.B. als Indikator
der Proteinstabilitidt verwendet werden. Daher kann eine ,stabile* Formulierung eine
sein, worin weniger als etwa 10 % und vorzugsweise weniger als etwa 5 % des Pro-
teins als Aggregat in der Formulierung vorliegen. In anderen Ausflhrungsformen
kann jeder beliebige Anstieg der Aggregatbildung nach Gefriertrocknung und Lage-
rung der gefriergetrockneten Formulierung bestimmt werden. Eine ,stabile“ gefrierge-
trocknete Formulierung kann z.B. eine sein, worin der Aggregatanstieg in der gefrier-
getrockneten Formulierung weniger als etwa 5 % und vorzugsweise weniger als etwa
3 % betragt, wenn die gefriergetrocknete Formulierung bei 2 bis 8 °C mindestens ein
Jahr lang gelagert wird. In anderen Ausfilihrungsformen kann die Stabilitat der Pro-
teinformulierung unter Verwendung eines Tests auf biologische Aktivitat gemessen

werden.

Eine ,rekonstituierte” Formulierung ist eine, die durch derartiges Auflésen einer ge-
friergetrockneten Proteinformulierung in einem Verdinnungsmittel hergestellt wurde,
dass das Protein in der rekonstituierten Formulierung verteilt ist. Die rekonstituierte
Formulierung ist zur Verabreichung (z.B. zur parenteralen Verabreichung) an einen
mit dem Immunglobulin von Interesse zu behandelnden Patienten geeignet und kann
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in bestimmten Ausfihrungsformen der Erfindung eine sein, die fur die subkutane

Verabreichung geeignet ist.

Eine ,isotonische* Formulierung ist eine, die im Wesentlichen denselben osmoti-
schen Druck aufweist wie menschliches Blut. Isotonische Formulierungen weisen im
Allgemeinen einen osmotischen Druck von etwa 250 bis 350 mOsm auf. Der Begriff
~hypotonisch” beschreibt eine Formulierung mit einem osmotischen Druck unterhalb
von jenem des menschlichen Blutes. Dementsprechend wird der Ausdruck ,hyperto-
nisch” verwendet, um eine Formulierung mit einem osmotischen Druck oberhalb von
jenem des menschlichen Blutes zu beschreiben. Isotonie kann z.B. unter Verwen-
dung eines Dampfdruck- oder Eisgefrier-Typ-Osmometers gemessen werden. Die
Formulierungen der vorliegenden Erfindung sind in Folge des Zusatzes von Salz

und/oder Puffer hypertonisch.

Eine ,pharmazeutisch annehmbare Saure* umfasst anorganische und organische
Séauren, die in der Konzentration und Art und Weise, womit sie formuliert sind, nicht
toxisch sind. Geeignete anorganische Sauren umfassen z.B. Salz-, Perchlor-, Brom-
wasserstoff-, lodwasserstoff-, Salpeter-, Schwefel-, Sulfon-, Sulfin-, Sulfanil-, Phos-
phor-, Kohlensdure etc. Geeignete organische Sauren umfassen Alkyl mit unver-
zweigten und verzweigten Ketten, aromatische, zyklische, cycloalipathische, arylali-
pathische, heterozyklische, gesattigte, ungeséttigte, Mono-, Di- und Tricarbon-, da-
runter z.B. Ameisen-, Essig-, 2-Hydroxyessig-, Trifluoressig-, Phenylessig-, Trime-
thylessig-, t-Butylessig-, Anthranil-, Propan-, 2-Hydroxypropan-, 2-Oxopropan-, Pro-
pandi-, Cyclopentanpropion-, Cyclopentanpropion-, 3-Phenylpropion-, Butan-, Bu-
tandi-, Benzoe-, 3-(4-Hydroxybenzoyl)benzoe-, 2-Acetoxybenzoe-, Ascorbin-, Zimt-,
Laurylschwefel-, Stearin-, Mucon-, Mandel-, Bernstein-, Embon-, Fumar-, Apfel-, Ma-
lein-, Hydroxymalein-, Malon-, Milch-, Zitronen-, Wein-, Glykol-, Glykon-, Glucon-,
Brenztrauben-, Glyoxyl-, Oxal-, Methansulfon-, Bernstein-, Salicyl-, Phthal-, Palm-,
Palmein-, Thiocyan-, Methansulfon-, Ethansulfon-, 1,2-Ethandisulfon-, 2-
Hydroxyethansulfon-, Benzolsulfon-, 4-Chlorbenzolsulfon-, Naphthalin-2-sulfon-, p-
Toluolsulfon-, Kampfersulfon-, 4-Methylbicyclo[2.2.2]oct-2-en-1-carbon-, Glucohep-

tonsaure, 4,4'-Methylenbis-3-(hydroxy-2-en-1-carbonséure), Hydroxynaphtoesaure.



.Pharmazeutisch annehmbare Basen“ umfassen anorganische und organische Ba-
sen, die in der Konzentration und Art und Weise, womit sie formuliert sind, nicht to-
xisch sind. Geeignete Basen umfassen z.B. jene, die aus anorganischen basenbil-
denden Metallen, z.B. aus Lithium, Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium, Ammoni-
um, Eisen, Zink, Kupfer, Mangan, Aluminium, gebildet wurden, N-Methylglucamin,
Morpholin, Piperidin und organische nichttoxische Basen, wie z.B. primares, sekun-
dares und tertidares Amin, substituierte Amine, zyklische Amine und basische lonen-
austauschharze (z.B. N(R")4* (wobei R' unabhangig voneinander H oder C1-4-Alkyl ist,
z.B. Ammonium, Tris)), z.B. Isopropylamin, Trimethylamin, Diethylamin, Triethylamin,
Tripropylamin, Ethanolamin, 2-Diethylaminoethanol, Trimethamin, Dicyclohexylamin,
Lysin, Arginin, Histidin, Koffein, Procain, Hydrabamin, Cholin, Betain, Ethylendiamin,
Glucosamin, Methylglucamin, Theobromin, Purine, Piperazin, Piperidin, N-
Ethylpiperidin, Polyaminharze und dergleichen. Besonders bevorzugte organische
nichttoxische Basen sind Isopropylamin, Diethylamin, Ethanolamin, Trimethamin,

Dicyclohexylamin, Cholin und Koffein.

Zusatzliche pharmazeutisch annehmbare Sauren und Basen, die im Zusammenhang
mit der vorliegenden Erfindung verwendbar sind, umfassen jene, die von den Amino-
sauren, z.B. Histidin, Glycin, Phenylalanin, Asparaginsdure, Glutaminsaure, Lysin

und Asparagin, stammen.

~Pharmazeutisch annehmbare“ Puffer und Salze umfassen jene, die sowohl von Sau-
ren- als auch von Basenadditionssalzen der oben stehenden Sauren und Basen
stammen. Konkrete Puffer und/oder Salze umfassen Histidin, Succinat und Acetat.

Ein ,Lyoprotectant” ist ein Molekil, das, wenn es mit einem Protein von Interesse
kombiniert wird, die chemische und/oder physikalische Instabilitat des Proteins bei
Gefriertrocknung und anschlieRender Lagerung signifikant verhindert oder reduziert.
Beispielhafte Lyoprotectants umfassen Zucker und ihre entsprechenden Zuckeralko-
hole; eine Aminosaure, z.B. Mononatriumglutamat oder Histidin; ein Methylamin, wie
z.B. Betain; ein lyotropes Salz, z.B. Magnesiumsulfat; ein Polyol, z.B. dreiwertige o-




der héhermolekulare Zuckeralkohole, z.B. Glycerin, Dextran, Erythrit, Glycerin, Ara-
bit, Xylit, Sorbit und Mannit; Propylenglykol; Polyethylenglykol; Pluronics®; und Kom-
binationen daraus. Weitere beispielhafte Lyoprotectants umfassen Glycerin und Ge-
latine sowie die Zucker Mellibiose, Melezitose, Raffinose, Mannotriose und Stachyo-
se. Beispiele fur reduzierende Zucker umfassen Glucose, Maltose, Lactose, Maltulo-
se, Isomaltulose und Lactulose. Beispiele flir nichtreduzierende Zucker umfassen
nichtreduzierende Glykoside von aus Zuckeralkoholen und sonstigen Polyalkoholen
mit unverzweigten Ketten ausgewahlten Polyhydroxyverbindungen. Bevorzugte Zu-
ckeralkohole sind Monoglykoside, besonders jene Verbindungen, die durch Redukti-
on von Disacchariden, z.B. Lactose, Maltose, Lactulose und Maltulose, erhalten wur-
den. Die glykosidische Seitengruppe kann entweder glucosidisch oder galactosidisch
sein. Weitere Beispiele fiir Zuckeralkohole sind Glucit, Maltit, Lactit und Isomaltulose.
Das bevorzugte Lyoprotectant sind die nichtreduzierenden Zucker Trehalose oder

Saccharose.

Bei der Herstellung der Formulierungen mit reduzierter Viskositat sollte bei der Ver-
wendung der oben stehend aufgezéhlten Exzipienten sowie anderer Zusatzstoffe
Sorgfalt an den Tag gelegt werden, besonders, wenn sie in hoher Konzentration zu-

gesetzt werden, so dass die Viskositat der Formulierung nicht erhéht wird.

Das Lyoprotectant wird zu der vorgefriergetrockneten Formulierung in einer ,gefrier-
schitzenden Menge" zugesetzt, was bedeutet, dass nach der Gefriertrocknung des
Proteins in Gegenwart der gefrierschiitzenden Menge des Lyoprotectants das Pro-
tein seine physikalische und chemische Stabilitit und Integritat bei Gefriertrocknung

und Lagerung im Wesentlichen beibehalt.

Das ,Verdinnungsmittel“ von Interesse hierin ist eines, das pharmazeutisch an-
nehmbar (sicher und nichttoxisch bei der Verabreichung an einen Menschen) und fir
die Herstellung einer Flissigformulierung niitzlich ist, z.B. eine nach der Gefriertrock-
nung rekonstituierte Formulierung. Beispiele fiir Verdiinnungsmittel umfassen steriles
Wasser, bakteriostatisches Wasser zur Injektion (BWFI), eine pH-gepufferte Lésung
(z.B. phosphatgepufferte Salzlésung), sterile Salzlosung, Ringer-Lésung oder Dext-

=21 -

21761



rose-Lésung. In einer alternativen Ausfihrungsform konnen die Verdunnungsmittel

wassrige LOsungen von Salzen und/oder Puffern umfassen.

Ein ,Konservierungsmittel® ist eine Verbindung, die zu den Formulierungen hierin zu-
gesetzt werden kann, um die Wirkung der Bakterien zu reduzieren. Der Zusatz eines
Konservierungsmittels kann beispielsweise die Herstellung einer Mehrfachverwen-
dungs- (Mehrfachdosis-) Formulierung vereinfachen. Beispiele fir mégliche Konser-
vierungsmittel umfassen Octadecyldimethylbenzylammoniumchiorid, Hexamethoni-
umchlorid, Benzalkoniumchlorid (ein Gemisch aus Alkylbenzyldimethylammonium-
chloriden, worin die Alkylgruppen langkettige Verbindungen sind) und Benzethoni-
umchlorid. Weitere Arten von Konservierungsmitteln umfassen aromatische Alkohole,
wie z.B. Phenol-, Butyl- und Benzylalkohol, Alkylparabene, wie z.B. Methyl- oder
Propylparaben, Catechol, Resorcinol, Cyclohexanol, 3-Pentanol und m-Cresol. Das
hierin am meisten bevorzugte Konservierungsmittel ist Benzylalkohol.

Ein ,Flllmittel” ist eine Verbindung, die zu einem gefriergetrockneten Gemisch Masse
hinzufiigt und zur physikalischen Struktur des gefriergetrockneten Kuchens beitragt
(z.B. indem es die Produktion eines im Wesentlichen einférmigen gefriergetrockneten
Kuchens erleichtert, der eine offene Porenstruktur beibehélt). Beispielhafte Flllmittel
umfassen Mannit, Glycin, Polyethylenglykol und Sorbit. Die Flussigformulierungen
der vorliegenden Erfindung, erhalten durch Rekonstitution einer gefriergetrockneten

Formulierung, kdnnen solche Fulimittel enthalten.

.Behandlung“ betrifft sowohl die therapeutische Behandlung als auch Prophylaxe-
oder Praventionsmafinahmen. Individuen mit Behandlungsbedarf umfassen jene, die
bereits an der Erkrankung leiden, ebenso wie jene, bei denen es die Erkrankung zu

vermeiden gilt.

~Saugetier* bezeichnet fiir Behandlungszwecke jedes beliebige als Saugetier klassi-
fizierte Tier, z.B. Menschen, Haus- und Nutztiere sowie Zoo- oder Sporttiere, wie z.B.
Hunde, Pferde, Kaninchen, Rinder, Schweine, Hamster, Mause, Katzen etc. Vor-

zugsweise ist das Saugetier menschlich.




Eine ,Erkrankung" ist jedes beliebige Leiden, das von einer Behandlung mit dem Pro-
tein profitieren wiirde. Dies umfasst chronische und akute Erkrankungen oder Krank-
heiten, z.B. jene pathologischen Leiden, die die Grundlage fir die fragliche Erkran-
kung bei dem Saugetier bilden. Nichteinschridnkende Beispiele hierin fur zu behan-

delnde Erkrankungen umfassen Karzinome und Allergien.

Eine ,therapeutisch wirksame Menge® ist zumindest die minimale Konzentration, die
erforderlich ist, um eine messbare Verbesserung oder Pravention einer bestimmten
Erkrankung zu bewirken. Therapeutisch wirksame Mengen bekannter Proteine sind
Fachleuten wohlbekannt, wahrend die wirksamen Mengen der nachstehend gefun-
denen Proteine mittels gangiger Verfahren bestimmt werden kénnen, die eindeutig

innerhalb der Fahigkeiten geschulter Fachleute, z.B. herkdmmlicher Arzte, liegen.

,Viskositat" kann wie hierin verwendet ,kinematische Viskositét* oder ,absolute Vis-
kositat® sein. ,Kinematische Viskositat® ist ein Mal} fir den Widerstandsfluss einer
Flussigkeit unter dem Einfluss der Schwerkraft. Wenn zwei Flussigkeiten von glei-
chem Volumen in identischen kapillaren Viskosimetern platziet und durch die
Schwerkraft flie3en gelassen werden, braucht eine viskose Flussigkeit langer dafir,
durch die Kapillare zu flieRen, als eine weniger viskose Flissigkeit. Wenn eine Flis-
sigkeit 200 Sekunden braucht, um ihren Fluss zu vollenden, und eine andere Flus-
sigkeit 400 Sekunden braucht, ist die zweite Fllssigkeit auf einer Skala der kinemati-
schen Viskositat zweimal so viskos wie die erste. ,Absolute Viskositat*, manchmal
auch dynamische oder einfache Viskositdt genannt, ist das Produkt der kinemati-

schen Viskositat und der Flussigkeitsdichte:
Absolute Viskositat = Kinematische Viskositat x Dichte
Die Dimension der kinematischen Viskositat ist L%/T, wobei L die Lange und T die

Zeit ist. Gemeinhin wird kinematische Viskositat in Centistokes (cSt) angegeben. Die

SI-Einheit der kinematischen Viskositét ist mm?2/s, was 1 ¢St entspricht. Absolute Vis-
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kositat wird in Centipoise-Einheiten (cP) angegeben. Die Sl-Einheit der absoluten

Viskositéat ist die Millipascalsekunde (mPa-s), wobei 1 cP = 1 mPas ist.

Il. Ausflhrungsformen der Erfindung

A. Proteinherstellung

Das zu formulierende Immunglobulinprotein kann durch jedes beliebige Verfahren
produziert werden, wie z.B. durch das Ziichten von Zellen, die mit einem Vektor, der
die Nucleinsadure enthélt, die fir das Protein kodiert, transformiert oder transfiziert
sind, wie Fachleuten wohlbekannt ist, oder durch Syntheseverfahren (wie z.B. Re-
kombinationsverfahren und Peptidsynthese oder eine Kombination aus diesen Ver-

fahren), oder es kann aus einer endogenen Quelle des Proteins isoliert werden.

Die Herstellung des zu formulierenden Immunglobulinproteins durch das erfindungs-
gemafle Verfahren mit Rekombinationsmitteln kann durch Transfizieren oder Trans-
formieren geeigneter Wirtszellen mit Expressions- oder Klonierungsvektoren und
Ziichten in herkdmmlichem N&hrmedium, das so modifiziert ist, dass es sich zum
Induzieren von Promotoren, Auswahlen von Transformanten oder Amplifizieren der
fur die gewiinschten Sequenzen kodierenden Gene eignet, erfolgen. Die Kulturbe-
dingungen, wie z.B. Medium, Temperatur, pH-Wert und dergleichen, kénnen von
Fachleuten ohne iiberméaRigen Aufwand ausgewahit werden. Im Allgemeinen sind
Prinzipien, Arbeitsvorschriften und praktische Verfahren zur Maximierung der Pro-
duktivitat von Zellkulturen in Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach,
M. Butler (Hrsg.), IRL Press (1991), und Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York, USA, zu finden. Transfektions-
verfahren sind geschulten Fachleuten gemeinhin bekannt und umfassen z.B. CaPOs-
und CaClz2-Transfektion, Elektroporation, Mikroinjektion etc. Geeignete Verfahren
sind auch in Sambrook et al., s.0., beschrieben. Zusétzliche Transfektionsverfahren
sind in Shaw et al., Gene 23, 315 (1983); WO 98/05859; Graham et al., Virology 52,
456-457 (1978); und US-Patent 4.399.216 beschrieben.
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Die fir das gewiinschte Immunglobulinprotein zur Formulierung gemaf} dem vorlie-
genden Verfahren kodierende Nucleinsaure kann in einen replizierbaren Vektor zur
Klonierung oder Expression insertiert werden. Geeignete Vektoren sind offentlich
erhéltlich und kénnen die Form eines Plasmids, Cosmids, viralen Partikels oder Pha-
gen annehmen. Die geeignete Nucleinsduresequenz kann in den Vektor durch eine
Vielzahl von Verfahren insertiert werden. im Allgemeinen wird DNA unter Verwen-
dung fachbekannter Verfahren in eine oder mehrere geeignete Restriktionsendonu-
cleasestellen insertiert. Vektorkomponenten umfassen im Allgemeinen eines oder
mehrere der Folgenden, ohne auf diese beschrankt zu sein: eine Signalsequenz, ei-
nen Replikationsstartpunkt, ein oder mehrere Markergene, ein Enhancerelement,
einen Promotor und eine Transkriptionsterminationssequenz. Die Konstruktion ge-
eigneter Vektoren, die eine oder mehrere dieser Komponenten enthalten, arbeitet mit

gangigen Ligationsverfahren, die Fachleuten wohlbekannt sind.

Formen des zu formulierenden Immunglobulinproteins konnen aus Kulturmedium
oder aus Wirtszellenlysaten gewonnen werden. Ist es membrangebunden, kann es
unter Verwendung eines geeigneten Detergens oder durch enzymatische Spaltung
von der Membran losgeldst werden. Die zur Expression eingesetzten Zellen kénnen
auch durch verschiedene physikalische oder chemische Mittel unterbrochen werden,
wie z.B. Gefrier-Auftau-Zyklierung, Beschallung, mechanische Unterbrechung oder

Zelllysierungsmittel.

Die Reinigung des zu formulierenden Immunglobulinproteins kann durch jedes belie-
bige fachbekannte Verfahren durchgefiihrt werden, wie z.B. Fraktionierung auf einer
lonenaustauschsaule, Ethanolprazipitation, Umkehrphasen-HPLC, Chromatografie
auf Silica oder Kationenaustauschharz (z.B. DEAE), Chromatofokussierung, SDS-
PAGE, Ammoniumsulfatprazipitation, Gelfiltration unter Verwendung von Protein-A-
Sepharose-Saulen (z.B. Sephadex® G-75) zum Entfernen von Kontaminanten wie
IgG und Metall chelatierende Saulen zum Binden von epitopmarkierten Formen.

B. Antikdrperherstellung
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(i) Polyklonale Antikorper

Polyklonale Antikérper werden im Allgemeinen in Tieren durch mehrfache subkutane
(sc) oder intraperitoneale (ip) Injektion des betreffenden Antigens und eines Ad-
juvans gezichtet. Es kann nitzlich sein, das jeweilige Antigen an ein Protein zu kon-
jugieren, das in der zu immunisierenden Spezies immunogen ist, z.B. Schlisselloch-
napfschneckenhdmocyanin, Serumalbumin, Rinderthyreoglobulin oder Sojabohnent-
rypsinhemmestoff. Beispiele flr Adjuvanzien, die eingesetzt werden kdénnen, umfas-
sen Freundsches Komplett-Adjuvans und MPL-TDM-Adjuvans (Monophosphoryl-
Lipid-A, synthetisches Trehalosedicorynomyocolat). Die Immunisierungsvorschrift

kann von Fachleuten ohne UbermafRigen Aufwand ausgewahlt werden.

Einen Monat spater werden die Tiere mit 1/5 bis 1/10 der urspriinglichen Peptid- oder
Konjugatmenge in Freundschem Komplett-Adjuvans durch subkutane Injektion an
mehreren Stellen reimmunisiert. Sieben bis 14 Tage spater wird den Tieren Blut ab-
genommen, und das Serum wird auf Antikdrpertiter getestet. Die Tiere werden reim-
munisiert, bis der Titer einen Plateauwert erreicht hat. Vorzugsweise wird das Tier
mit dem Konjugat desselben Antigens reimmunisiert, das aber an ein anderes Pro-
tein und/oder durch ein anderes Vernetzungsreagens konjugiert ist. Konjugate kén-
nen auch in rekombinanter Zellkultur als Poteinfusionen hergestellt werden. Auch
Aggregationsmittel wie Alaun sind angemessen zu verwenden, um die Immunantwort
zu verstarken.

(ii) Monoklonale Antikérper

Monoklonale Antikdrper werden aus einer Population von im Wesentlichen homoge-
nen Antikorpern erhalten, d.h. die individuellen Antikérper, die die Population umfas-
sen, sind identisch mit Ausnahme méglicher natirlich vorkommender Mutationen, die
in geringeren Mengen vorhanden sein kénnen. Daher weist das Attribut ,monoklonal®
die Eigenschaft des Antikdrpers aus, kein Gemisch aus einzelnen Antikérpern zu

sein.

-26-

26/61



Monoklonale Antikdrper kdnnen z.B. unter Verwendung von Hybridomverfahren, wie
beispielsweise jenen, die zuerst von Kohler und Milstein, Nature 356, 495 (1975),
beschrieben werden, hergestellt werden, oder sie kdnnen durch DNA-

Rekombinationsverfahren hergestellt werden.

Im Hybridomverfahren wird eine Maus oder ein anderes geeignetes Wirtstier, z.B. ein
Hamster, wie oben stehend beschrieben immunisiert, um Lymphozyten hervorzu-
bringen, die Antikdrper produzieren oder zu produzieren in der Lage sind, die sich
spezifisch an das zur Immunisierung verwendete Protein binden. Alternativ dazu
kéonnen die Lymphozyten in vitro immunisiert werden. Lymphozyten werden an-
schlielend unter Verwendung eines geeigneten Fusionierungsmittels, wie z.B. Po-
lyethylenglykol, mit Myelomzellen fusioniert, um eine Hybridomzelle zu bilden
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103, Academic Press
(1986)).

Das immunisierende Mittel umfasst typischerweise das zu formulierende Protein. Im
Aligemeinen werden entweder Lymphozyten des peripheren Bluts (,PBLs®), sofern
Zellen menschlichen Ursprungs erwiinscht sind, oder Milzzellen oder Lymphknoten-
zellen verwendet, sofern nichtmenschliche Sadugetierquellen erwinscht sind. Die
Lymphozyten werden dann mit einer sich unbegrenzt vermehrenden Zelllinie unter
Verwendung eines geeigneten Fusionsmittels, wie z.B. Polyethylenglykol, fusioniert,
um eine Hybridomzelle zu bilden (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, 59-103, Academic Press (1986)). Sich unbegrenzt vermehrende Zelllinien
sind Ublicherweise transformierte Saugetierzellen, insbesondere Myelomzellen von
Nagetieren, Rindern und Menschen. Ublicherweise werden Ratten- oder Maus-
myelomzelllinien verwendet. Die Hybridomzellen kénnen in einem geeigneten Kul-
turmedium kultiviert werden, das vorzugsweise eine oder mehrere Substanzen ent-
halt, die das Wachstum oder Uberleben der nicht fusionierten, sich unbegrenzt ver-
mehrenden Zellen hemmen. Fehlt beispielsweise den Ausgangs-Myelomzellen das
Enzym Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase (HGPRT oder HPRT), so um-
fasst das Kulturmedium fir die Hybridome typischerweise Hypoxanthin, Aminopterin
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und Thymidin (,HAT-Medium“), Substanzen, die das Wachstum von HGPRT-
defizienten Zellen unterbinden.

Bevorzugte Myelomzellen sind jene, die wirksam fusionieren, die stabile hochgradige
Expression von Antikérper durch die ausgewahlten, Antikorper produzierenden Zel-
len fordern und die auf ein Medium wie beispielsweise HAT-Medium empfindlich
sind. Unter diesen sind die bevorzugten Myelomzelllinien Mausmyelomlinien, wie
beispielsweise jenen, die von MOPC-21- und MPC-11-Maus-Tumoren abstammen,
die beispielsweise beim Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Kalifor-
nien, USA, und bei der American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA,
erhalten werden kénnen. Menschliche Myelom- und Maus-Mensch-
Heteromyelomzelllinien wurden auch fir die Herstellung von menschlichen monoklo-
nalen Antikbrpern beschrieben (Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984); Brodeur et
al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, 51-63, Marcel
Dekker, Inc., New York, USA (1987)).

Das Kulturmedium, in dem die Hybridomzellen kultiviert werden, kann dann auf die
Produktion von monoklonalen Antikérpern, die gegen das Antigen gerichtet sind, ge-
testet werden. Vorzugsweise wird die Bindungsspezifitat von monoklonalen Antik6r-
pern, die durch die Hybridomzellen produziert werden, durch Immunfallung oder
durch einen In-vitro-Bindungstest, wie beispielsweise Radioimmuntest (RIA) oder

enzymgekoppelte Immunadsorptionsbestimmung (ELISA), bestimmt.

Die Bindungsaffinitit des monoklonalen Antikérpers kann beispielsweise durch die
Scatchard-Analyse von Munson et al., Anal. Biochem. 107, 220 (1980), bestimmt

werden.

Nachdem die Hybridomzellen identifiziert wurden, dass sie Antikdrper mit der ge-
wiinschten Spezifitat, Affinitat und/oder Aktivitat produzieren, konnen die Klone durch
Grenzverdiinnungsverfahren subkloniert und mittels herkémmlicher Verfahren ge-
zlichtet werden (Goding, s.0.). Geeignete Kulturmedien fiir diesen Zweck umfassen
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beispielsweise D-MEM oder RPMI-1640-Medium. Zusatzlich dazu kénnen die Hyb-

ridomzellen in vivo als Aszitestumoren in einem Tier gezlichtet werden.

Das immunisierende Mittel umfasst typischerweise das Epitopprotein, an das der An-
tikérper bindet. Im Allgemeinen werden entweder Lymphozyten des peripheren Bluts
(,PBLs") verwendet, wenn Zellen menschlichen Ursprungs erwiinscht sind, oder
Milzzellen oder Lymphknotenzellen werden verwendet, wenn nichtmenschliche Sau-
getier-Quellen erwiinscht sind. Die Lymphozyten werden dann unter Verwendung
eines geeigneten Fusionierungsmittels, wie z.B. Polyethylenglykol, mit einer sich un-
begrenzt vermehrenden Zelllinie fusioniert, um eine Hybridomzelle zu bilden. Goding,

Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103, Academic Press (1986).

Sich unbegrenzt vermehrende Zelllinien sind blicherweise transformierte Saugetier-
zellen, insbesondere Myelomzellen von Nagetieren, Rindern und Menschen. Ubli-
cherweise werden Ratten- oder Mausmyelomzelllinien verwendet. Die Hybridomzel-
len kénnen in einem geeigneten Kulturmedium kultiviert werden, das vorzugsweise
eine oder mehrere Substanzen enthilt, die das Wachstum oder Uberleben der nicht
fusionierten, sich unbegrenzt vermehrenden Zellen hemmen. Fehit beispielsweise
den Ausgangszellen das Enzym Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase
(HGPRT oder HPRT), so umfasst das Kulturmedium fir die Hybridome typischer-
weise Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (,HAT-Medium®), Substanzen, die das
Wachstum von HGPRT-defizienten Zellen unterbinden.

Bevorzugte sich unbegrenzt vermehrende Zelllinien sind jene, die wirksam fusionie-
ren, die stabile hochgradige Expression von Antikdrper durch die ausgewahlten Anti-
kérper produzierenden Zellen fordern und die auf ein Medium wie beispielsweise
HAT-Medium empfindlich sind. Noch bevorzugtere, sich unbegrenzt vermehrende
Zelllinien sind Maus-Myelomlinien, die beispielsweise beim Salk Institute Cell Distri-
bution Center, San Diego, Kalifornien, USA, und bei der American Type Culture Coll-
ection, Rockville, Maryland, USA, erhéltlich sind. Menschliche Myelom- und Maus-
Mensch-Heteromyelomzelllinien wurden auch fiir die Herstellung von menschlichen
monoklonalen Antikérpern beschrieben (Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984);
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Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, 51-63,
Marcel Dekker, Inc., New York, USA (1987)).

Das Kulturmedium, in dem die Hybridomzellen kultiviert werden, kann dann auf die
Gegenwart von monoklonalen Antikérpern, die gegen das zu formulierende Protein
gerichtet sind, getestet werden. Vorzugsweise wird die Bindungsspezifitdt von mono-
klonalen Antikorpern, die durch die Hybridomzellen produziert werden, durch Immun-
fallung oder durch einen In-vitro-Bindungstest, wie beispielsweise Radioimmuntest
(RIA) oder enzymgekoppelte immunadsorptionsbestimmung (ELISA), bestimmt. Sol-
che Verfahren und Tests sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt. Die Bindungs-
affinitdt des monoklonalen Antikérpers kann beispielsweise durch die Scatchard-
Analyse von Munson und Pollard, Anal. Biochem. 107, 220 (1980), bestimmt werden.

Nachdem die erwilinschten Hybridomzellen identifiziert wurden, kdnnen die Kione
durch Grenzverdiinnungsverfahren subkloniert und mittels herkbmmlicher Verfahren
gezichtet werden (Goding, s.0.). Geeignete Kulturmedien fur diesen Zweck umfas-
sen beispielsweise Dulbecco's Modified Eagle's Medium und RPMI-1640-Medium.
Alternativ dazu kdnnen die Hybridomzellen in vivo als Aszites in einem Saugetier ge-

zluchtet werden.

Die monoklonalen Antikorper, die durch die Subklone sekretiert werden, werden aus
dem Kulturmedium, der Aszitesfliissigkeit oder vom Serum durch herkémmliche Im-
munglobulinreinigungsverfahren, wie beispielsweise Protein-A-Sepharose, Hydro-
xylapatitchromatografie, Gelelektrophorese, Dialyse oder Affinitatschromatografie,

angemessen getrennt.

DNA, die fir die monoklonalen Antikdrper kodiert, kann leicht isoliert und unter Ver-
wendung herkdmmlicher Verfahren (z.B. unter Verwendung von Oligonucleotidson-
den, die in der Lage sind, sich spezifisch an Gene zu binden, die fir die schweren
und leichten Ketten von Maus-Antikérper kodieren) sequenziert werden. Die Hyb-
ridomzellen dienen als eine bevorzugte Quelle fur solche DNA. Nachdem sie isoliert
wurde, kann die DNA in Expressionsvektoren platziert werden, die dann in Wirtszel-
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len wie beispielsweise E.-coli-Zellen, Affen-COS-Zellen, Chinahamster-Eierstock-
(CHO-) Zellen oder Myelomzellen transfiziert werden, die sonst kein Immunglobulin-
protein produzieren, um die Synthese von monoklonalen Antikorpern in den rekom-
binanten Wirtszellen zu erreichen. Uberblicksartikel zu rekombinanter Expression in
Bakterien von DNA, die fur den Antikérper kodiert, umfassen Skerra et al., Curr. O-
pinion in Immunol. 5, 256-262 (1993), und Plickthun, Immunol. Revs. 130, 151-188
(1992).

In einer weiteren Ausflihrungsform kénnen Antikdrper aus Antikérper-
Phagenbibliotheken, die unter Verwendung der in McCafferty et al., Nature 348, 552-
554 (1990), beschriebenen Verfahren erzeugt wurden, isoliert werden. Clackson et
al., Nature 352, 624-628 (1991), und Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991),
beschreiben die Isolierung von murinen bzw. menschlichen Antikérpern unter Ver-
wendung von Phagenbibliotheken. Die jeweils nachfolgenden Veréffentlichungen
beschreiben die Produktion von menschlichen Antikérpern mit hoher Affinitat (nM-
Bereich) durch Ketten-Shuffling (Marks et al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992))
sowie kombinatorische Infektion und In-vivo-Rekombination als Strategie zum Kon-
struieren auBerst grofder Phagenbibliotheken (Waterhouse et al., Nuc. Acids Res. 21,
2265-2266 (1993)). Zudem sind diese Verfahren glltige Alternativen zu herkdmmli-
chen monoklonale-Antikérper-Hybridomverfahren zur Isolierung monoklonaler Anti-

kérper.

Die DNA kann auch beispielsweise durch Substituieren der Kodiersequenz fir
menschliche Schwer- und Leichtketten-Konstantdoménen anstelle der homologen
Maus-Sequenzen (US-Patent Nr. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81, 6851 (1984)) oder durch kovalentes Binden der gesamten oder eines Teils
der Kodiersequenz fir ein Nicht-Immunglobulin-Polypeptid an die Immunglobulin-

Kodiersequenz modifiziert werden.

Solch ein Nicht-Immunglobulin-Polypeptid wird typischerweise anstelle der konstan-
ten Domanen eines Antikérpers oder anstelle der variablen Domanen einer Antigen-

bindungsstelle eines Antikdrpers eingesetzt, um einen zweiwertigen chimaren Anti-
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kdrper zu bilden, der eine Antigenkombinationsstelle mit Spezifitat fir ein Antigen
und eine weitere Antigenkombinationsstelle mit Spezifitit fliir ein anderes Antigen

umfasst.

Es kdnnen auch in vitro unter Verwendung in der synthetischen Proteinchemie be-
kannter Verfahren, z.B. solchen, die mit Vernetzungsmitteln arbeiten, chiméare oder
hybride Antikdrper hergestellt werden. Immuntoxine z.B. kénnen unter Verwendung
einer Disulfidaustauschreaktion oder durch Bilden einer Thioetherbindung konstruiert
werden. Beispiele fur zu diesem Zweck geeignete Reagenzien umfassen Iminothiolat
und Methyl-4-mercaptobutyrimidat.

(iii) Humanisierte und menschliche Antikérper

Die dem Formulierungsverfahren unterzogenen Antikdrper kénnen weiters humani-
sierte oder menschliche Antikérper umfassen. Humanisierte Formen von nicht-
menschlichen (z.B. Maus-) Antikérpern sind chimére Immunglobuline, Immunglobu-
linketten oder Fragmente davon (wie z.B. Fv, Fab, Fab', F(ab')2 oder andere Antigen-
bindungssubsequenzen von Antikdrpern), die eine Mindest-Sequenz, abgeleitet aus
nichtmenschlichem Immunglobulin, enthalten. Humanisierte Antikbrper umfassen
menschliche Immunglobuline (Rezipientenantikorper), in denen Reste aus einer
komplementaritatsbestimmenden Region (CDR) des Rezipienten durch Reste aus
einer CDR einer nichtmenschlichen Spezies (Donorantikdrper) wie Maus, Ratte oder
Kaninchen mit der erwiinschten Spezifitit, Affinitdt und Kapazitat ersetzt sind. In
manchen Fallen sind Fv-Geristreste des menschlichen Immunglobulins durch ent-
sprechende nichtmenschliche Reste ersetzt. Humanisierte Antikbrper kénnen auch
Reste umfassen, die weder im Rezipientenantikdrper noch in den importierten CDR-
oder Gerilstsequenzen zu finden sind. Im Allgemeinen umfasst der humanisierte An-
tikorper im Wesentlichen die gesamte von zumindest einer und typischerweise zwei
variablen Domanen, in denen alle oder im Wesentlichen alle der CDR-Regionen je-
nen eines nichtmenschlichen Immunglobulins entsprechen und alle oder im Wesent-
lichen alle der FR-Regionen jene einer menschlichen Immunglobulin-

Konsensussequenz sind. Die humanisierten Antikérper umfassen vorzugsweise auch
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zumindest einen Abschnitt einer konstanten Immunglobulinregion (Fc), typischer-
weise jenen eines menschlichen Immunglobulins. Jones et al., Nature 321, 522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); und Presta, Curr. Op. Struct.
Biol. 2, 593-596 (1992).

Verfahren zur Humanisierung nichtmenschlicher Antikérper sind auf dem Gebiet der
Erfindung wohlbekannt. Im Allgemeinen weist ein humanisierter Antikdrper einen o-
der mehrere Aminoséaurereste auf, die in ihn aus einer Quelle eingefiihrt wurden, die
nichtmenschlich ist. Diese nichtmenschlichen Aminoséaurereste werden oft als ,Im-
port‘-Reste bezeichnet, die typischerweise aus einer variablen ,,Import“-Doméne'ge-
nommen werden. Humanisierung kann im Wesentlichen gemal dem Verfahren von
Winter und Mitarbeitern (Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann et al.,
Nature 332, 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 1534-1536 (1988)) oder
durch Substituieren von Nagetier-CDRs oder -CDR-Sequenzen anstelle der entspre-
chenden Sequenzen eines menschlichen Antikdrpers durchgefiihrt werden. Demge-
maBR sind solche ,humanisierten” Antikdrper chimare Antikorper (US-Patent Nr.
4.816.567), worin wesentlich weniger als eine intakte menschliche variable Doméane
durch die entsprechende Sequenz aus einer nichtmenschlichen Spezies substituiert
wurde. In der Praxis sind humanisierte Antikorper typischerweise menschliche Anti-
kérper, in denen manche CDR-Reste und méglicherweise manche FR-Reste durch

Reste aus analogen Stellen in Nagetierantikérpern ersetzt sind.

Die Wahl der beim Herstellen der humanisierten Antikorper zu verwendenden
menschlichen variablen Domanen, sowohl der Leicht- als auch der Schwerketten, ist
fir das Reduzieren von Antigenitat sehr wichtig. Nach der so genannten ,Best-Fit"-
Methode wird die Sequenz der variablen Domane eines Nagetierantikorpers gegen
die gesamte Bibliothek bekannter menschlicher Sequenzen variabler Doméanen ge-
screent. Die menschliche Sequenz, die jener des Nagetiers am nachsten ist, wird
dann als menschliches Gerust (FR) fir den humanisierten Antikérper angenommen.
Sims et al., J. Immunol. 151, 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol. 196, 901
(1987). Ein weiteres Verfahren arbeitet mit einem bestimmten Gerust, das aus der
Konsensussequenz aller menschlichen Antikdrper einer bestimmten Untergruppe
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von Leicht- oder Schwerketten abgeleitet ist. Dasselbe Gerlist kann auch fiir mehrere
unterschiedliche humanisierte Antikérper verwendet werden. Carter et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89, 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151, 2623 (1993).

Weiters ist wichtig, dass Antikérper unter Beibehaltung der hohen Affinitat flr das
Antigen und anderer ginstiger biologischer Eigenschaften humanisiert werden. Um
dieses Ziel zu erreichen, werden humanisierte Antikérper nach einem bevorzugten
Verfahren durch einen Vorgang der Analyse der parenteralen Sequenzen und diver-
ser konzeptueller humanisierter Produkte unter Verwendung von dreidimensionalen
Modellen der parenteralen und der menschlichen Sequenzen hergestellt. Dreidimen-
sionale Immunglobulinmodelle sind allgemein erhaltlich und Fachleuten vertraut.
Computerprogramme, die wahrscheinliche dreidimensionale Konformationsstruktu-
ren ausgewahlter Kandidaten-Immunglobulinsequenzen veranschaulichen und an-
zeigen, sind verfugbar. Die Betrachtung dieser Anzeigen erlaubt die Analyse der
wahrscheinlichen Rolle der Reste im Funktionieren der Kandidaten-
Immunglobulinsequenz, d.h. die Analyse von Resten, die die Fahigkeit der Kandida-
ten-Immunglobulinsequenz beeinflussen, ihr Antigen zu binden. Auf diese Weise
kénnen FR-Reste ausgewahlt und aus der Rezipienten- und der Importsequenz
kombiniert werden, so dass die gewlinschte Antikdrpereigenschaft, wie z.B. erhdhte
Affinitat fir das oder die Zielantigen(e), erreicht wird. Im Allgemeinen sind die CDR-
Reste direkt und besonders wesentlich am Beeinflussen der Antigenbindung betei-
ligt.

Alternativ dazu ist es mittlerweile moglich, transgene Tiere (z.B. Mause) zu produzie-
ren, die nach der Immunisierung in der Lage sind, bei Abwesenheit endogener Im-
munglobulinproduktion ein Repertoire menschlicher Antikrper zu erzeugen. Es wur-
de z.B. beschrieben, dass die homozygote Deletion des Antikérper-Schwerketten-
Bindungsregion-(Ju-)Gens in chimaren und Keimbahn-Mutanten-Mausen zur voll-
standigen Hemmung endogener Antikérperproduktion fihrt. Der Transfer der
menschlichen  Keimbahn-Immunglobulin-Genanordnung in  solche Keimbahn-
Mutanten-Mause fiihrt nach einer Antigen-Exposition zu der Produktion menschlicher
Antikdrper. Siehe z.B. Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551-255

-34-
34/61




(1993); Jakobovits et al., Nature 362, 255-258 (1993); Bruggerman et al., Year in
Immuno. 7, 33 (1993). Menschliche Antikorper kénnen auch aus Phagendisplaybibli-
otheken abgeleitet werden (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227, 381 (1991); Marks
et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991)).

Menschliche Antikérper kénnen auch unter Verwendung diverser fachbekannter Ver-
fahren, z.B. Phagendisplaybibliotheken, produziert werden. Hoogenboom und Win-
ter, J. Mol. Biol. 227, 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991). Die
Verfahren von Cole et al. und Boerner et al. sind auch fir die Herstellung von
menschlichen monoklonalen Antikérpemn erhéltlich (Cole et al., Monoclonal Antibo-
dies and Cancer Therapy, 77, Alan R. Liss (1985), und Boerner et al., J. Immunol.
147(1), 86-95 (1991)). Ebenso kdnnen menschliche Antikdrper durch Einflihren
menschlicher Immunglobulinloci in transgene Tiere, z.B. Mause, bei denen die endo-
genen Immunglobulingene teilweise oder volistandig deaktiviert wurden, hergestellt
werden. Bei Exposition ist die Produktion menschlicher Antikdrper zu beobachten,
die in jeder Hinsicht, einschlief3lich Genneuordnung, Assemblierung und Antikorper-
repertoire, stark jenen gleichen, die in Menschen zu sehen sind. Dieser Ansatz ist
z.B. in den US-Patenten Nr. 5.545.807; 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126, 5.633.425,
5.661.016 und in den folgenden wissenschaftlichen Publikationen beschrieben:
Marks et al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368, 856-
859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechno-
logy 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996), und Lon-
berg und Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995).

(iv) Antikdrperabhangige Enzymvermittelte Prodrugtherapie (ADEPT)

Die Antikérper der vorliegenden Erfindung kénnen auch in ADEPT verwendet wer-
den, indem der Antikdrper an ein Prodrug-aktivierendes Enzym konjugiert wird, das
ein Prodrug (z.B. ein Peptidylchemotherapeutikum, sieche WO 81/01145) in ein akti-
ves Anti-Krebs-Arzneimittel Gberfiihrt. Siehe z.B. WO 88/07378 und US-Patent Nr.
4.975.278.
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Die fur ADEPT nutzliche Enzymkomponente des Immunkonjugats umfasst jedes be-
liebige Enzym, das in der Lage ist, auf ein Prodrug so zu wirken, dass es in seine

aktivere, zytotoxische Form Uberfuhrt wird.

Enzyme, die im Verfahren dieser Erfindung nitzlich sind, umfassen Glykosidase,
Glucoseoxidase, menschliches Lysozym, menschliche Glucuronidase, alkalische
Phosphatase, die zum Uberfiihren von phosphathiltigen Prodrugs in freie Arzneimit-
tel niitzlich ist, Arylsulfatase, die zum Uberfilhren sulfathéltiger Prodrugs in freie Arz-
neimittel niitzlich ist; Cytosindeaminase, die zum Uberfiihren von nicht-toxischem 5-
Fluorcytosin in das Anti-Krebs-Arzneimittel 5-Fluoururacil nltzlich ist; Proteasen, wie
z.B. Serratia-Protease, Thermolysin, Subtilisin, Carboxypeptidasen (z.B. Car-
boxypeptidase G2 und Carboxypeptidase A) und Cathepsine (wie z.B. die Cathepsi-
ne B und L), die zum Uberfiihren peptidhaltiger Prodrugs in freie Arzneimittel niitzlich
sind; D-Alanylcarboxypeptidasen, die zum Uberfihren von Prodrugs, die D-
Aminosédure-Substituenten enthalten, nitzlich sind; kohlenhydratspaltende Enzyme,
wie z.B. B-Galactosidase und Neuraminidase, die nitzlich sind, um glykosylierte Pro-
drugs in freie Arzneimittel umzuwandeln; B-Lactamase, die zum Uberfiihren von Arz-
neimitteln, die mit B-Lactamen derivatisiert wurden, in freie Arzneimittel niitzlich ist;
sowie Penicillin-Amidasen, wie z.B. Penicillin-V-Amidase oder Penicillin-G-Amidase,
die zum Uberfiihren von Arzneimitteln, die an ihren Amin-Stickstoffen mit Phen-
oxyacetyl- bzw. Phenylacetylgruppen derivatisiert wurden, in freie Arzneimittel nitz-
lich sind, ohne auf diese beschrankt zu sein. Altemativ dazu kénnen Antikdrper mit
enzymatischer Aktivitdt, nach dem Stand der Technik auch als ,Abzyme“ bekannt,
verwendet werden, um die Prodrugs der Erfindung in freie aktive Arzneimittel umzu-
wandeln (siche z.B. Massey, Nature 328, 457-458 (1987)). Antikérper-Abzym-
Konjugate kénnen, wie hierin beschrieben, fur die Anlieferung des Abzyms zu einer

Tumorzellpopulation hergestellt werden.

Die in dieser Erfindung verwendeten Enzyme kénnen durch Verfahren, die nach dem
Stand der Technik wohlbekannt sind, wie z.B. die Verwendung der oben beschriebe-
nen heterobifunktionellen Vernetzungsreagenzien, kovalent an die Anti-IL-17- oder

Anti-LIF-Antikdrper gebunden werden. Alternativ dazu kdonnen Fusionsproteine, die
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zumindest die Antigenbindungsregion eines Antikérpers der Erfindung umfassen, die
an zumindest einen funktionell aktiven Abschnitt eines Enzyms der Erfindung gebun-
den ist, unter Verwendung von DNA-Rekombinationsverfahren konstruiert werden,
die nach dem Stand der Technik wohlbekannt sind (siehe z.B. Neuberger et al., Na-
ture 312, 604-608 (1984)).

(iv) Bispezifische und polyspezifische Antikérper

Bispezifische Antikdrper (BsAbs) sind Antikorper, die Bindungsspezifitaten fiir min-
destens zwei verschiedene Epitope aufweisen. Solche Antikérper kénnen von Voll-
langen-Antikérpern  oder Antikérperfragmenten (z.B. bispezifischen F(ab')z-
Antikérpern) abgeleitet werden.

Verfahren zur Herstellung bispezifischer Antikdrper sind im Fachgebiet bekannt. Die
herkémmliche Produktion bispezifischer Vollldngen-Antikorper basiert auf der Co-
Expression von zwei Immunglobulin-Schwerkette-Leichtkette-Paaren, wobei diese
beiden Ketten unterschiedliche Spezifititen aufweisen. Millstein et al., Nature 305,
537-539 (1983). Wegen der zufalligen Sortierung von Immunglobulin-Schwer- und
-Leichtketten produzieren diese Hybridome (Quadrome) ein mégliches Gemisch aus
10 verschiedenen Antikérpermolekiilen, wovon nur eines die richtige bispezifische
Struktur aufweist. Die Reinigung des richtigen Molekiils, die Ublicherweise durch Affi-
nitdtschromatografieschritte vorgenommen wird, ist einigermaflen aufwandig, und die
Produktertrage sind gering. Ahnliche Verfahren sind in WO 93/08829 und in Traun-
ecker et al., EMBO J. 10, 3655-3659 (1991), offenbart.

Variable Antikdrperdoménen mit den gewiinschten Bindungsspezifitdten (Antikdrper-
Antigen-Kombinationsstellen) kénnen an Immunglobulin-Konstantdoméanensequen-
zen fusioniert werden. Die Fusion findet vorzugsweise mit einer Immunglobulin-
Schwerketten-Konstantdoméne statt, die zumindest zum Teil die Gelenks-, die CH2-
und die CH3-Region umfasst. Es wird bevorzugt, dass die erste konstante Schwer-
kettenregion (CH?1), die die fur die Leichtkettenbindung notwendige Stelle enthalt, in
zumindest einer der Fusionen anwesend ist. DNAs, die fir die Immunglobulin-

-37-
37761




Schwerketten-Fusionen und, falls erwilinscht, die Immunglobulin-Leichtkette kodie-
ren, werden in gesonderte Expressionsvektoren insertiert und in einen geeigneten
Wirtsorganismus co-transfiziert. Fur weitere Details zum Erzeugen bispezifischer An-
tikorper siehe z.B. Suresh et al., Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

Einem anderen Ansatz folgend kénnen variable Antikérperdoménen mit den ge-
winschten Bindungsspezifitditen (Antikbrper-Antigen-Kombinationsstellen) an Im-
munglobulin-Konstantdomanensequenzen fusioniert werden. Die Fusion findet vor-
zugsweise mit einer Immunglobulin-Schwerketten-Konstantdomane statt, die zumin-
dest zum Teil die Gelenks-, die CH2- und die CH3-Region umfasst. Es wird bevor-
zugt, dass die erste konstante Schwerkettenregion (CH1), die die fur die Leichtket-
tenbindung notwendige Stelle enthalt, in zumindest einer der Fusionen anwesend ist.
DNAs, die fur die Immunglobulin-Schwerketten-Fusionen und, falls erwiinscht, die
Immunglobulin-Leichtkette kodieren, werden in gesonderte Expressionsvektoren in-
sertiert und in einen geeigneten Wirtsorganismus co-transfiziert. Dies gewahrleistet
groRere Flexibilitit beim Anpassen der gegenseitigen Anteile der drei Polypeptid-
fragmente in Ausfiihrungsformen, wenn ungleiche Verhaltnisse der drei bei der Kon-
struktion verwendeten Polypeptidketten die besten Ertrége bieten. Es ist jedoch mdg-
lich, die kodierenden Sequenzen flir zwei oder alle drei Polypeptidketten in einen Ex-
pressionsvektor zu insertieren, wenn die Expression von mindestens zwei Polypep-
tidketten in gleichen Verhaltnissen zu hohen Ertragen flihrt oder wenn die Verhaltnis-

se nicht von besonderer Signifikanz sind.

Einem weiteren, in WO 96/27011 beschriebenen Ansatz folgend kann die Schnittstel-
le zwischen einem Paar von Antikérpermolekiilen so bearbeitet werden, dass der
Prozentsatz der Heterodimere, die aus rekombinanter Zellkultur gewonnen werden,
maximiert wird. Die bevorzugte Schnittstelle umfasst zumindest einen Teil der CH3-
Region einer konstanten Doméane eines Antikorpers. In diesem Verfahren werden
eine oder mehrere kleine Aminosaureseitenketten von der Schnittstelle des ersten
Antikérpermolekiils mit langeren Seitenketten (z.B. Tyrosin oder Tryptophan) ersetzt.
Zum Ausgleich werden an der Schnittstelle des zweiten Antikdrpermolekdis ,Licken®

von identischer oder ahnlicher GrofRe wie die groRe(n) Seitenkette(n) geschaffen,
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indem grofle Aminosaureseitenketten mit kleineren (z.B. Alanin oder Threonin) er-
setzt werden. Dies stellt einen Mechanismus zur Erhéhung des Heterodimer-Ertrags

gegenuber anderen unerwiinschten Endprodukten, z.B. Homodimeren, bereit.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Ansatzes sind die bispezifischen Anti-
korper aus einer hybriden Immunglobulin-Schwerkette mit einer ersten Bindungsspe-
zifitdt in einem Arm und einem hybriden Immunglobulin-Schwerkette-Leichtkette-Paar
(das eine zweite Bindungsspezifitat bereitstellt) im anderen Arm zusammengesetzt.
Es wurde herausgefunden, dass diese asymmetrische Struktur die Trennung der
gewunschten bispezifischen Verbindung von unerwilinschten Immunglobulinketten-
kombinationen erleichtert, da die Gegenwart einer Immunglobulin-Leichtkette in nur
einer Hélfte des bispezifischen Molekiils eine einfache Art der Trennung gewahrleis-
tet. Diese Herangehensweise ist in WO 94/04690, veroffentlicht am 3. Marz 1994,
offenbart. Fur weitere Details zum Erzeugen bispezifischer Antikbrper siche z.B. Su-
resh et al., Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

Bispezifische Antikérper umfassen auch vernetzte oder ,heterokonjugierte” Antikér-
per. Einer der Antikorper im Heterokonjugat kann beispielsweise an Avidin gebunden
sein, der andere an Biotin. Solche Antikérper wurden z.B. fir das Richten von Im-
munsystemzellen auf unerwiinschte Zellen (US-Patent Nr. 4.676.980) und zur Be-
handlung der HIV-Infektion (WO 91/00360, WO 92/200373) vorgeschlagen. Hetero-
konjugierte Antikérper kénnen unter Verwendung jedes beliebigen Vernetzungsver-
fahrens hergestellt werden. Geeignete Vernetzungsmittel sind im Fachgebiet wohl-
bekannt und neben einer Reihe von Vernetzungsverfahren in US-Patent Nr.
4.676.980 offenbart.

Verfahren zum Erzeugen bispezifischer Antikorper aus Antikdrperfragmenten wurden
in der Literatur ebenfalls bereits beschrieben. Die folgenden Verfahren kénnen auch
zur Produktion zweiwertiger Antikbrperfragmente verwendet werden, die nicht
zwangslaufig bispezifisch sind. Aus E. coli gewonnene Fab'-Fragmente kénnen z.B.

in vitro chemisch gebunden werden, um zweiwertige Antikdrper zu bilden. Siehe
Shalaby et al., J. Exp. Med. 175, 217-225 (1992).



Bispezifische Antikérper kdnnen als Volllangen-Antikérper oder Antikdrperfragmente
(z.B. bispezifische F(ab')-Antikérper) hergestelit werden. Verfahren zum Erzeugen
bispezifischer Antikdrper aus Antikdrperfragmenten wurden in der Literatur beschrie-
ben. Beispielsweise kénnen bispezifische Antikérper unter Verwendung chemischer
Bindung hergestellt werden. Brennan et al., Science 229, 81 (1985), beschreiben ein
Verfahren, worin intakte Antikorper proteolytisch gespalten werden, um F(ab')z-
Fragmente zu erzeugen. Diese Fragmente werden in Gegenwart des Dithiolkomple-
xierungsmittels Natriumarsenit reduziert, um benachbarte Dithiole zu stabilisieren
und intermolekulare Disulfidbildung zu verhindern. Die entstandenen Fab'-Fragmente
werden dann in Thionitrobenzoat- (TNB-) Derivate Gberfuhrt. Eines der Fab-TNB-
Derivate wird dann in das Fab'-TNB-Derivat riickiberfihrt, um den bispezifischen
Antikdrper zu bilden. Die produzierten bispezifischen Antikdrper kénnen als Mittel zur

selektiven Immobilisierung von Enzymen verwendet werden.

Fab'-Fragmente kénnen unmittelbar aus E. coli gewonnen und chemisch gebunden
werden, um bispezifische Antikérper zu bilden. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175, 217-
225 (1992), beschreiben die Produktion von vollstindig humanisierten bispezifischen
Antik6érper-F(ab')2-Molekiilen. Jedes Fab'-Fragment wurde gesondert aus E. coli sek-
retiert und gerichteter chemischer Bindung in vitro ausgesetzt, um den bispezifischen
Antikorper zu bilden. Der so gebildete bispezifische Antikorper war in der Lage, an
Zellen, die den ErbB2-Rezeptor Uberexprimieren, und an normale menschliche T-
Zellen zu binden sowie die lytische Aktivitdit von menschlichen zytotoxischen Lym-

phozyten gegen menschliche Brusttumorziele auszulésen.

Diverse Verfahren zum Herstellen und Isolieren zweiwertiger Antikdrperfragmente
direkt aus rekombinanter Zellkultur wurden ebenfalls beschrieben. Zweiwertige Hete-
rodimere wurden etwa unter Verwendung von Leucin-Zippern produziert. Kostelny et
al., J. Immunol. 148(5), 1547-1553 (1992). Die Leucin-Zipper-Peptide aus dem Fos-
und dem Jun-Protein wurden durch Genfusion an die Fab'-Abschnitte zweier ver-
schiedener Antikorper gebunden. Die Antikdrperhomodimere wurden an der Ge-
lenksregion reduziert, um Monomere zu bilden, und anschlieRend reoxidiert, um die
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Antikorperheterodimere zu bilden. Die von Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90, 6444-6448 (1993), beschriebene ,Diabody“-Technologie stellt einen alternativen
Mechanismus zum Herstellen von bispezifischen/zweiwertigen Antikérperfragmenten
bereit. Die Fragmente umfassen eine variable Schwerkettendomane (VH), die mit
einer variablen Leichtkettendomane (VL) mit einem Linker verbunden ist, der zu kurz
ist, um die Paarung zwischen den beiden Doméanen auf derselben Kette zuzulassen.
Dementsprechend sind die Vi- und die VL-Domaéne eines Fragments gezwungen, mit
der komplementaren Vi- bzw. Vi-Domane eines anderen Fragments eine Paarung
einzugehen, wodurch zwei Antigenbindungsstellen gebildet werden. Auch von einer
weiterer Strategie zum Herstellen bispezifischer/zweiwertiger Antikorperfragmente
durch Verwendung einkettiger Fv- (sFv-) Dimere wurde berichtet. Siehe Gruber et al.,
J. Immunol. 152, 5368 (1994).

Antikorper mit mehr als zwei Wertigkeiten sind in Betracht gezogen. Trispezifische
Antikdrper beispielsweise kdnnen hergestellt werden. Tutt et al., J. Immunol. 147, 60
(1991).

Beispielhafte bispezifische Antikdrper kdbnnen an zwei verschiedene Epitope auf ei-
nem bestimmten Molekil binden. Alternativ dazu kann ein Anti-Protein-Arm mit ei-
nem Arm kombiniert werden, der an ein auslosendes Molekll auf einem Leukozyt,
wie z.B. ein T-Zellen-Rezeptormolekiil (z.B. CD2, CD3, CD28 oder B7), oder Fc-
Rezeptoren fur IgG (FcyR), wie z.B. FcyRIl (CD64), FcyRIl (CD32) und FcyRIil
(CD16), bindet, um so die zelluldren Verteidigungsmechanismen auf die Zelle, die
das jeweilige Protein exprimiert, zu fokussieren. Bispezifische Antikérper kdnnen
auch verwendet werden, um zytotoxische Mittel auf Zellen, die ein bestimmtes Pro-
tein exprimieren, zu positionieren. Solche Antikérper besitzen einen Proteinbin-
dungsarm und einen Arm, der ein zytotoxisches Mittel oder einen Radionuclidchelat-
bildner, wie z.B. EOTUBE, DPTA, DOTA oder TETA, bindet. Ein weiterer bispezifi-
scher Antikdrper von Interesse bindet das Protein von Interesse und bindet auller-
dem den Gewebefaktor (TF).

(v) Heterokonjugierte Antikdrper
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Heterokonjugierte Antikdrper sind aus zwei kovalent verbundenen Antikérpern zu-
sammengesetzt. Solche Antikdrper wurden z.B. fur das Richten von Immunsystem-
zellen auf unerwiinschte Zellen (US-Patent Nr. 4.676.980) und zur Behandlung der
HIV-Infektion (WO 91/00360, WO 92/200373 und EP 03089) vorgeschlagen. Es ist in
Betracht gezogen, dass die Antikdrper in vitro unter Verwendung in der synthetischer
Proteinchemie bekannter Verfahren, einschliellich jener, die mit Vernetzungsmitteln
arbeiten, hergestellt werden kénnen. Immuntoxine beispielsweise kdnnen unter Ver-
wendung einer Disulfidaustauschreaktion oder durch Bilden einer Thioetherbindung
konstruiert werden. Beispiele fir zu diesem Zweck geeignete Reagenzien umfassen
Iminothiolat und Methyl-4-mercaptobutyrimidat sowie die z.B. in US-Patent Nr.
4.676.980 offenbarten.

B. Herstellung von gefriergetrockneten Formulierungen

Obwohl die Formulierungen hierin nicht auf rekonstituierte gefriergetrocknete Formu-
lierungen beschrankt sind, werden in einer bestimmten Ausfuhrungsform die Immun-
globulinproteine gefriergetrocknet und anschlieRend rekonstituiert, um die erfin-
dungsgeméafen stabilen Flissigformulierungen mit reduzierter Viskositdt zu produ-
zieren. In dieser bestimmten Ausfihrungsform wird nach der Herstellung des Im-
munglobulinproteins von Interesse, wie oben stehend beschrieben, eine ,vorgefrier-
getrocknete Formulierung® produziert. Die Menge an in der vorgefriergetrockneten
Formulierung vorhandenem Immunglobulinprotein wird unter Berticksichtigung der
gewinschten Dosisvolumina, der Verabreichungsart(en) etc. bestimmt. Die Ein-
stiegskonzentration eines intakten Antikdrpers kann beispielsweise von etwa 2 mg/ml
bis etwa 50 mg/ml reichen, vorzugsweise von etwa 5 mg/ml bis etwa 40 mg/ml und
besonders bevorzugt von etwa 20 bis 30 mg/ml.

Das zu formulierende Immunglobulinprotein liegt im Allgemeinen in Losung vor. In
den erfindungsgemaflen Formulierungen mit erhéhter lonenstarke und reduzierter
Viskositat beispielsweise kann das Protein in einer pH-gepufferten Loésung mit einem

pH-Wert von etwa 4 bis 8 und vorzugsweise von etwa 5 bis 7 vorliegen. Die Puffer-




konzentration kann von etwa 1 mM bis etwa 20 mM, alternativ dazu von etwa 3 mM
bis etwa 15 mM, reichen, z.B. je nach Puffer und erwiinschter Tonizitat der Formulie-
rung (z.B. der rekonstituierten Formulierung). Beispielhafte Puffer und/oder Salze
sind jene, die pharmazeutisch annehmbar sind und aus geeigneten Sauren, Basen
und Salzen davon hergestellt werden kdnnen, wie z.B. jene, die als ,pharmazeutisch

annehmbare” Sauren, Basen oder Puffer definiert sind.

In einer Ausfuhrungsform wird ein Lyoprotectant zu der vorgefriergetrockneten For-
mulierung zugesetzt. Die Menge an Lyoprotectant in der vorgefriergetrockneten For-
mulierung ist im Allgemeinen derart, dass bei Rekonstitution die resultierende Formu-
lierung isotonisch ist. Jedoch kénnen auch hypertonische rekonstituierte Formulie-
rungen geeignet sein. AuRerdem darf die Menge an Lyoprotectant nicht zu gering
sein, damit eine nicht annehmbare Menge an Abbau/Aggregation des Proteins bei
der Gefriertrocknung auftritt. Beispielhafte Lyoprotectantkonzentrationen in der vor-
gefriergetrockneten Formulierung betragen jedenfalls von etwa 10 nM bis etwa 400
nM, alternativ dazu von etwa 30 mM bis etwa 300 nM, alternativ dazu von etwa 50
mM bis etwa 100 mM. Beispielhafte Lyoprotectants umfassen Zucker und Zuckeral-
kohole, wie z.B. Saccharose, Mannose, Trehalose, Glucose, Sorbit, Mannit. Aller-
dings kdnnen unter bestimmten Umstinden gewisse Lyoprotectants auch zu einer
Erhdéhung der Viskositat der Formulierung beitragen. Daher sollte Vorsicht an den
Tag gelegt werden, indem bestimmte Lyoprotectants ausgewahlt werden, die diese
Wirkung verringern oder aufheben. Weitere Lyoprotectants sind im Rahmen der De-

finition von ,Lyoprotectants” weiter oben beschrieben.

Das Verhaltnis von Protein zu Lyoprotectant kann fiir jede bestimmte Kombination
aus Immunglobulinprotein oder Antikbrper und Lyoprotectant unterschiedlich sein. Im
Falle eines Antikérpers als ausgewahltes Protein und eines Zuckers (z.B. Saccharo-
se oder Trehalose) als Lyoprotectant zum Erzeugen einer isotonischen rekonstituier-
ten Formulierung mit einer hohen Proteinkonzentration kann das Molverhéltnis zwi-
schen Lyoprotectant und Antikérper von etwa 100 bis etwa 1500 mol Lyoprotectant
zu 1 mol Antikorper und vorzugsweise von etwa 200 bis etwa 1000 mol Lyopro-
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tectant zu 1 mol Antikérper, z.B. von etwa 200 bis etwa 600 mol Lyoprotectant zu 1
mol Antikérper, betragen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann es wiinschenswert sein, ein Tensid zu
der vorgefriergetrockneten Formulierung hinzuzugeben. Alternativ oder zusatzlich
dazu kann das Tensid zu der gefriergetrockneten Formulierung und/oder der rekon-
stituierten Formulierung hinzugegeben werden. Beispielhafte Tenside umfassen
nichtionische Tenside, wie z.B. Polysorbate (z.B. Polysorbat 20 oder 80); Polyoxa-
mere (z.B. Polyoxamer 188); Triton; Natriumoctylglykosid; Lauryl-, Myristyl-, Linoleyl-
oder Stearylsulfobetain; Lauryl-, Myristyl-, Linoleyl- oder Stearylsarcosin; Linoleyl-,
Myristyl-, oder Cetylbetain; Lauroamidopropyl, Cocamidopropyl-, Linolamidopropyl-,
Myristamidopropyl-, Palmidopropyl- oder Isostearamidopropylbetain (z.B. Lauro-
amidopropyl); Myristamidopropyl, Palmidopropyl- oder Isostearamidopropyldimethyl-
amin; Natriummethylcocoyl- oder Dinatriummethyloleyltaureat; und die MO-
NAQUA™-Serie (Mona Industries, Inc., Paterson, New Jersey, USA), Polyethylgly-
kol, Polypropylglykol und Copolymere von Ethylen- und Propylenglykol (z.B. Pluro-
nics, PF68 etc.). Die zugesetzte Tensidmenge ist derart, dass sie die Partikelbildung
des rekonstituierten Proteins reduziert und die Bildung von Partikeln nach der Re-
konstitution minimiert. Das Tensid kann z.B. in der vorgefriergetrockneten Formulie-
rung in einer Menge von etwa 0,001 bis 0,5 %, alternativ dazu von etwa 0,005 bis

0,05 %, vorliegen.

Bei der Herstellung der vorgefriergetrockneten Formulierung kann ein Gemisch aus
dem Lyoprotectant (wie z.B. Saccharose oder Trehalose) und einem Fulimittel (z.B.
Mannit oder Glycin) verwendet werden. Das Fulimittel kann die Produktion eines
gleichformigen gefriergetrockneten Kuchens ohne lberschissige Taschen darin etc.
gewabhrleisten. Weitere pharmazeutisch annehmbare Trager, Exzipienten oder Stabi-
lisatoren, z.B. jene, die in Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. Auflage, A. O-
sol (Hrsg.) (1980), beschrieben sind, kénnen in die vorgefriergetrocknete Formulie-
rung (und/oder die gefriergetrocknete Formulierung und/oder die rekonstituierte For-
mulierung) aufgenommen werden, mit der Mal3gabe, dass sie die gewiinschten Ei-

genschaften der Formulierung nicht negativ beeintrachtigen. Annehmbare Trager,
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Exzipienten oder Stabilisatoren sind fur die Rezipienten in den angewandten Dosie-
rungen und Konzentrationen nichttoxisch und umfassen: zusatzliche Puffer; Konser-
vierungsmittel; Co-Losungsmittel; Antioxidanzien, z.B. Ascorbinsaure und Methionin;
Chelatbildner, wie z.B. EDTA; Metallkomplexe (z.B. Zn-Proteinkomplexe); biologisch
abbaubare Polymere, wie z.B. Polyester; und/oder salzbildende Gegenione, wie z.B.

Natrium.

Die Formulierung hierin kann, falls es fir die bestimmte behandelte Indikation not-
wendig ist, auch mehr als ein Immunglobulinprotein enthalten, besonders solche mit
komplementéren AktiVitéten, die das andere Protein nicht negativ beeintrachtigen. Es
kann z.B. winschenswert sein, zwei oder mehrere Antikdrper bereitzustellen, die an
den HER2-Rezeptor oder IgE in einer einzigen Formulierung binden. Solche Proteine
sind geeignetenfalls in Kombination in Mengen vorhanden, die fur den intendierten

Zweck wirksam sind.

Die zur In-vitro-Verabreichung zu verwendenden Formulierungen mussen steril sein.
Das ist mittels Filtration durch sterile Filtrationsmembranen vor oder nach der Gefrier-
trocknung und der Rekonstitution leicht zu bewerkstelligen. Alternativ dazu kann die
Sterilitit des gesamten Gemischs z.B. durch etwa 30-minitige Autoklavierung der
Bestandteile, mit Ausnahme des Proteins, bei etwa 120 °C erreicht werden.

Nachdem das Immunglobulinprotein, gegebenenfalls das Lyoprotectant und weitere
fakultative Komponenten zusammengemischt wurden, wird die Formulierung gefrier-
getrocknet. Zahlreiche verschiedene Gefriertrockner stehen fiir diesen Zweck zur
Verfiigung, z.B. die Gefriertrockner Hull50™ (Hull, USA) oder GT20™ (Leybold-
Heraeus, Deutschland). Gefriertrocknung wird durch Gefrieren der Formulierung und
anschlieBendes Sublimieren von Eis von dem gefrorenen Inhalt bei einer fur erstes
Trocknen geeigneten Temperatur vollzogen. Unter dieser Bedingung liegt die Pro-
dukttemperatur unterhalb des eutektischen Punkts oder der Kollapstemperatur der
Formulierung. Typischerweise reicht die Lagerungstemperatur fir das erste Trocknen
von etwa -30 bis 25 °C (mit der Mal3gabe, dass das Produkt wahrend des ersten

Trocknens gefroren bleibt) bei einem angemessenen Druck, der typischerweise von




etwa 50 bis 250 mTorr reicht. Die Formulierung, Gré3e und Art des Behaltnisses, das
die Probe enthélt (z.B. der Glasphiole), sowie das Volumen der Fliissigkeit geben
hauptsachlich die fir das Trocknen erforderliche Zeit vor, die von wenigen Stunden
bis hin zu mehreren Tagen (z.B. 40 bis 60 h) reichen kann. Gegebenenfalls kann je
nach gewilnschter Restfeuchtigkeit im Produkt auch eine zweite Trocknungsstufe
durchgefuhrt werden. Die Temperatur, zu der die zweite Trocknung durchgefiihrt
wird, reicht von etwa 0 bis 40 °C, in erster Linie abhéngig von der Art und Gro3e des
Behéltnisses und der Art des eingesetzten Proteins. Die Lagerungstemperatur wah-
rend der gesamten Wasserentzugsphase der Gefriertrocknung kann von etwa 15 bis
30 °C reichen (z.B. etwa 20 °C). Die Zeit und der Druck, die fiir die zweite Trocknung
bendtigt werden, sind, z.B. je nach Temperatur und anderen Parametern, jene, die
einen geeigneten gefriergetrockneten Kuchen hervorbringen. Die Zeit der zweiten
Trocknung wird von der gewiinschten Restfeuchtigkeitsmenge im Produkt vorgege-
ben und betragt typischerweise mindestens etwa 5 h (z.B. 10 bis 15 h). Der Druck
kann der gleiche sein wie der im ersten Trocknungsschritt angewandte. Die Gefrier-
trocknungsbedingungen kénnen je nach Formulierung und Phiolengrof’e abgewan-
delt werden.

C. Rekonstitution einer gefriergetrockneten Formulierung

Vor der Verabreichung an den Patienten wird die gefriergetrocknete Formulierung mit
einem pharmazeutisch annehmbaren Verdiinnungsmittel derart rekonstituiert, dass
die Immunglobulinproteinkonzentration in der rekonstituierten Formulierung mindes-
tens etwa 80 mg/ml, z.B. von 80 mg/ml bis etwa 400 mg/ml, alternativ dazu von etwa
80 mg/ml bis etwa 300 mg/ml, alternativ dazu von etwa 90 mg/ml bis etwa 150
mg/ml, betragt. Solche hohen Proteinkonzentrationen in der rekonstituierten Formu-
lierung gelten als besonders niitzlich, wenn die subkutane Zufuhr der rekonstituierten
Formulierung beabsichtigt wird. In bestimmten Ausfiihrungsformen ist die Protein-
konzentration in der rekonstituierten Formulierung signifikant héher als jene in der
vorgefriergetrockneten Formulierung. Z.B. kann die Proteinkonzentration in der re-
konstituierten Formulierung etwa das 2- bis 40fache, alternativ dazu das 3- bis




10fache, alternativ dazu das 3- bis 6fache (z.B. zumindest das Dreifache oder zu-

mindest das Vierfache), von jener der vorgefriergetrockneten Formulierung betragen.

Die Rekonstitution findet im Allgemeinen bei einer Temperatur von etwa 25 °C statt,
um volistdndige Hydratisierung zu gewéhrleisten, obwohl, falls erwiinscht, andere
Temperaturen angewandt werden kdnnen. Die fir die Rekonstitution bendtige Zeit
héngt z.B. von der Art des Verdlnnungsmittels, der Menge an Exzipienten und Pro-
tein ab. Beispielhafte Verdunnungsmittel umfassen steriles Wasser, bakteriostati-
sches Wasser zur Injektion (BWFI), eine pH-gepufferte Lésung (z.B. phosphatgepuf-
ferte Salzlésung), sterile Salzlésung, Ringer-Lésung oder Dextroselésung. Das Ver-
dinnungsmittel enthalt gegebenenfalls ein Konservierungsmittel. Beispielhafte Kon-
servierungsmittel sind oben stehend beschrieben, wobei aromatische Alkohole wie
Benzyl- oder Phenylalkohol die bevorzugten Konservierungsmittel darstellen. Die
eingesetzte Menge an Konservierungsmittel wird durch Testen verschiedener Kon-
servierungsmittelkonzentrationen auf Kompatibilitdt mit dem Protein und Testen der
Konservierungsmittelwirksamkeit bestimmt. Ist das Konservierungsmittel z.B. ein
aromatischer Alkohol (z.B. Benzylalkohol), kann es in einer Menge von etwa 0,1 bis
2,0 % und vorzugsweise von etwa 0,5 bis 1,5 % vorliegen, besonders bevorzugt je-
doch von etwa 1,0 bis 1,2 %.

Vorzugsweise weist die rekonstituierte Formulierung weniger als 6.000 Partikel pro

Phiole mit einer Gréf3e von > 10 um auf.

D. Verabreichung der Formulierung

Die Formulierungen der vorliegenden Erfindung, einschlieBlich rekonstituierter For-
mulierungen, ohne auf diese beschrankt zu sein, kénnen einem Saugetier mit Bedarf
an einer Behandlung mit dem Immunglobulinprotein, vorzugsweise einem Menschen,
in Ubereinstimmung mit bekannten Verfahren verabreicht werden, z.B. als intravend-
se Verabreichung als Bolus oder durch kontinuierliche Infusion Uber einen gewissen
Zeitraum, auf intramuskularem, intraperitonealem, intrazerebrospinalem, subkuta-




nem, intraartikularem, intrasynovialem, intrathekalem, oralem, topischem oder Inha-

lierungsweg.

Wie hierin beschrieben, kann die Formulierung dem Saugetier durch subkutane Ver-
abreichung (d.h. unter die Haut) verabreicht werden. Zu solchen Zwecken kann die
Formulierung unter Verwendung einer Spritze injiziet werden. Es stehen jedoch
auch andere Vorrichtungen zur Verabreichung der Formulierung zur Verfligung, z.B.
Injektionsvorrichtungen (z.B. die Vorrichtungen Inject-ease™ und Genject™); Injek-
torstifte (wie der GenPen™); nadellose Vorrichtungen (z.B. MediJector™ und BioJec-

tor™); und subkutane Patch-Zufuhrsysteme.

Die geeignete Dosierung (,therapeutisch wirksame Menge®) des Immunglobulinpro-
teins hangt z.B. von dem zu behandelnden Leiden, von der Schwere und dem Ver-
lauf des Leidens, davon, ob das Protein zu Praventions- oder zu Therapiezwecken
verabreicht wird, von vorangegangener Therapie, von der Krankengeschichte des
Patienten und dem Ansprechen auf das Protein, von der Art des verwendeten Pro-
teins und vom Ermessen des behandeinden Arztes ab. Das Immunglobulinprotein
wird dem Patienten gunstigenfalls zu einem Zeitpunkt oder eine Reihe von Behand-
lungen hindurch verabreicht und kann dem Patienten zu jedem Zeitpunkt ab der Di-
agnose verabreicht werden. Das Immunglobulinprotein kann als einzige Behandiung
oder in Verbindung mit anderen Arzneimitteln oder Therapien, die zur Behandlung

des fraglichen Leidens zweckdienlich sind, verabreicht werden.

Ist das Immunglobulinprotein der Wahl ein Antikorper, liegt eine mégliche Einstiegs-
dosierung zur Verabreichung an den Patienten bei etwa 0,1 bis 20 mg/kg, z.B. ent-
weder in Form einer oder in Form mehrerer gesonderter Verabreichungen. Jedoch
kdnnen auch andere Dosierungsschemata zweckdienlich sein. Der Fortschritt dieser
Therapie ist durch herkdmmliche Verfahren leicht zu tiberwachen.

Verwendungsformen einer Anti-IgE-Formulierung (z.B. rhuMAbE-25, rhuMAbE-26)
umfassen beispielsweise die Behandlung oder Prophylaxe von IgE-vermittelten aller-

gischen Erkrankungen, Parasiteninfektionen, interstitieller Cystitis und Asthma. Eine




je nach zu behandelnder Krankheit oder Erkrankung therapeutisch wirksame Menge
(z.B. von etwa 1 bis 15 mg/kg) des Anti-IgE-Antikdrpers wird dem Patienten verab-
reicht.

E. Fertigartikel

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist ein Fertigartikel bereitgestelit,
der die Formulierung, wie sie in den Ansprichen definiert ist, enthalt und vorzugs-
weise Anleitungen zu ihrer Verwendung bereitstellt. Der Fertigartikel umfasst ein Be-
héaltnis. Geeignete Behaltnisse umfassen z.B. Flaschen, Phiolen (z.B. Zweikam-
mernphiolen), Spritzen (z.B. Zweikammerspritzen) und Testréhrchen. Das Behaltnis
kann aus einer Vielzahl von Materialen, z.B. Glas oder Kunststoff, hergestellt sein.
Das Behaltnis enthéalt die in den Anspriichen definierte Formulierung, und die Markie-
rung auf oder in Verbindung mit dem Behaltnis kann Hinweise zur Verwendung an-
geben. Die Markierung kann weiters den Hinweis enthalten, dass die Formulierung
fur die subkutane Verabreichung intendiert oder nutzlich ist. Das die Formulierung
fassende Behaltnis kann eine Phiole zur Mehrfachverwendung sein, die wiederholte
Verabreichungen (z.B. 2 bis 6 Verabreichungen) der Formulierung zulasst. Der Fer-
tigartikel kann zudem weitere, vom Handels- und Benutzerstandpunkt aus win-
schenswerte Materialien umfassen, z.B. weitere Puffer, Verdinnungsmittel, Filter,
Nadeln, Spritzen und Packungsbeilagen mit Anleitungen zur Verwendung.

Die Erfindung ist unter Bezugnahme auf die nachstehenden Beispiele noch besser
verstandlich. Diese sollen allerdings nicht dahingehend ausgelegt werden, dass sie
den Umfang der Erfindung einschrénken. Beispiele, die nicht innerhalb des Schutz-

umfangs der Anspriiche liegen, dienen als Referenz.

BEISPIEL 1

Die Auswirkungen von Proteinkonzentrationen auf die Viskositat einer Formulierung
eines rekombinanten monoklonalen Anti-IgE-Antikérpers (rhuMAb E25) wurde bei 25

°C untersucht. Dieser Antikdrper ist ein humanisierter monoklonaler Anti-IgE-




Antikérper, der von Genentech, Inc., als moégliches therapeutisches Mittel zum Be-
handeln von allergischer Rhinitis und allergischem Asthma entwickelt wurde (Presta
et al., J. Immunol. 151(5), 2623-2632 (1993) (PCT/US 92/06860)). Der formulierte
rhuMAb E25 wurde auf eine Endkonzentration von 40 mg/ml, 85 mM Saccharose, 5
mM Histidin, 0,01 % Polysorbat 20 formuliert und in 5-cm3-Phiolen gefllit. Anschlie-
Rend wurden die Proben innerhalb von 45 min von 5 °C auf -50 °C gefroren, worauf-
hin eine schrittweise Steigerung der Gefriertrockner-Lagerungstemperatur um 10
°C/h von -50 °C auf 25 °C erfolgte. Ein Trocknungsschritt wurde bei einer Lagerungs-
temperatur von 25 °C und einem Kammerdruck von 50 mTorr 39 h lang vollzogen.
Der gefriergetrocknete rhuMAb E25 wurde mit SWFI rekonstituiert, um eine Lésung
mit 125 mg/ml rhuMAb E25, 266 mM Saccharose, 16 mM Histidin, 0,03 % Polysorbat
20, zu erzeugen.

Die Viskositat der rekonstituierten Proben wurde in einem Cannon-Fenske-Routine-
Kapillar-Viskosimeter (Industrial Research Glassware LTD) gemessen. Die Proben
wurden bei ungefahr 8 ml mit einer Glaspipette gemessen und in ein Kapillar-
Viskosimeter der GroRe 50 fir flissige Proben mit kinematischer Viskositat von 0,8
bis 4 c¢s oder der Grofde 200 fiir solche von 20 bis 100 cs gegeben. Die Probentem-
peratur von 25 °C wurde in einem Wasserbad mit einem digitalen Temperatursteue-
rungssystem aufrechterhalten. Das Viskosimeter wurde senkrecht in den Halter ge-
legt und in das Wasserbad eingesetzt, das auf einer festgelegten Temperatur gehal-
ten wurde. Die Ausflusszeit wurde durch freies FlieRenlassen der fliissigen Probe
uber markierte Stellen gemessen. Die kinematische Viskositat der fllissigen Probe in
Centistokes wurde durch Multiplizieren der Ausflusszeit in Sekunden mit den Visko-
simeterkonstanten (0,004 bei Gré3e 50 und 0,015 bei GréRe 100) berechnet. Die
Viskositat der E25-Lésung hangst stark von der Konzentration von Proteinmolekilen
ab (Figur 1). Sie steigt exponentiell mit dem Anstieg der rhuMAb-E25-Konzentration.
Bei 25 °C ist der rekonstituierte rhuMAb E25 zu 125 mg/ml etwa 80-mal viskoser als
Wasser.

BEISPIEL 2
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Der gefriergetrocknete rhuMAb E25 aus Beispiel 1 wurde mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von NaCl-Lésung rekonstituiert. Die Viskositét der rekonstituierten Lo-
sung wurde bei 25 °C in einem Cannon-Fenske-Routine-Kapillar-Viskosimeter unter
Verwendung desselben Verfahrens wie in Beispiel 1 beschrieben gemessen.

Die in Figur 2 gezeigten Ergebnisse lassen erkennen, dass der Zusatz von NaCl die
Viskositat der Proteinformulierung signifikant reduzieren kann. Der rekonstituierte
rhuMAb E25 mit 100 mM NaCl ergibt die Losung, die etwa 4-mal weniger viskos ist

als die mit SWFI rekonstituierte.

Die Herstellung einer gefriergetrockneten rhuMAb-E25-Formulierung mit 100 mM
NaCl ergab eine leicht hypertonische Lésung. Wie zuvor berichtet, ist strikte Isotonie
aber nicht absolut notwendig, insofern, dass Gewebeschaden nur bei extrem hohen
Tonizitatswerten (1.300 mOsmol/kg) detektiert wurde.

Folglich erscheint die Verabreichung einer Formulierung mit héherer Salzkonzentra-
tion (100 mM bis 200 mM NaCl, was eine Osmolaritdt von ~600 bis ~700 mOsmol/kg
fir die aktuellen gefriergetrockneten rhuMAb-E25-Materialien ergibt), wie sie hierin in
Betracht gezogen ist, zur Reduktion der Viskositat der Formulierung keine Gefahr

des Gewebeschadens an der Verabreichungsstelle darzustellen.

BEISPIEL 3

Die Auswirkungen verschiedener Salze auf die Viskositat von rhuMAb-E25-L6sung
wurden bei 25 °C untersucht. Der gefriergetrocknete rhuMAb-E25 wurde zun&chst
mit SWFI rekonstituiert, um eine Lésung mit 125 mg/ml rhuMAb E25, 266 mM Sac-
charose, 16 mM Histidin, 0,03 % Polysorbat 20 zu produzieren. Die Proben wurden
anschlieftend mit 10 mM Histidin, 250 mM Saccharose, pH 6,0, auf eine Endkonzent-
ration von 40 mg/ml verdinnt. Diverse konzentrierte Salze wurden dann zu der L6-
sung zugesetzt, um die Salz-Endkonzentration zu ergeben, die von 0 bis 200 mM
reichte. Die Viskositat der Lésung wurde in einem Cannon-Fenske-Routine-Kapillar-
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Viskosimeter unter Verwendung desselben Verfahrens wie in Beispiel 1 beschrieben

bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Figur 3 dargestellt. Obwohl jedes Salz eine leicht unterschied-
liche Auswirkung auf die Verénderung der Viskositat aufweist, scheinen sie alle einer
ahnlichen Tendenz zu folgen, wonach die Viskositat der Lésung mit Zunahme der
Pufferkonzentration und der lonenstérke abnimmt.

BEISPIEL 4

Ebenfalls untersucht wurden die Auswirkungen verschiedener Puffer auf die Viskosi-
tat von rhuMAb-E25-Lésung bei 25 °C. Zu einer Flussigformulierung, die 80 mg/mi
rhuMAb E25, 50 mM Histidin, 150 mM Trehalose und 0,05 % Polysorbat 20 enthielt,
wurden verschiedene Mengen Histidin-, Acetat- oder Succinatpufferkomponenten
zugesetzt. Der pH-Wert der Probe wurde bei allen Praparaten bei ~6,0 gehalten. Die
Viskositat der Losung wurde in einem Cannon-Fenske-Routine-Kapillar-Viskosimeter
unter Verwendung desselben Verfahrens wie in Beispiel 1 beschrieben bestimmt.

Wie in Figur 4 zu sehen ist, nimmt die Viskositét der entweder Histidin- oder Acetat-
puffer enthaltenden Lésung mit zunehmender Pufferkonzentration bis 200 mM ab.
Bei Succinatpuffer hingegen nimmt die Viskositat der Losung nur bei einer geringen
Pufferkonzentration (< 100 mM), nicht jedoch bei hoher Pufferkonzentration (> 200
mM) ab. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei anderen Puffern beobachtet, die ne-
gativ geladene mehrwertige Pufferkomponenten, wie z.B. Phosphat, Citrat und Car-
bonat, enthalten.

BEISPIEL 5

Dieses Beispiel arbeitete mit einer zweiten Generation von monoklonalem Anti-IgE-
Antikdrper, rhuMAb E26. Dieser monoklonale Antik6rpér ist homolog zu rhuMADb E 25
mit funf Aminos&urerest-Unterschieden in der CDR-I-Region in der Leichtkette und ist
in WO 99/01556 beschrieben. Der rekombinante rhuMAb E26 wurde auch in der
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CHO-Zelllinie exprimiert und mit ahnlichen Chromatografieverfahren wie oben ste-
hend far rhuMAb E25 beschrieben gereinigt. Die Proben wurden in 5 mM Histidin
und 275 mM Saccharose mit einer rhuMAb-E25-Konzentration von 21 mg/ml formu-
liert. Die Viskositat der Proben wurde bei 6 °C in einem Cannon-Fenske-Routine-
Kapillar-Viskosimeter unter Verwendung desselben Verfahrens wie in Beispiel 1 be-
schrieben gemessen.

Die Auswirkungen von NaCl auf die Viskositat von rhuMAb E26 sind in Figur 5 dar-
gestellt. Das Ergebnis zeigt, dass der Anstieg der NaCl-Konzentration die Viskositat
von rhuMAb-E26-Lésung wirkungsvoll reduzieren kann.

BEISPIEL 6

Die Auswirkungen des pH-Werts auf die Viskositit eines hochkonzentrierten mono-
klonalen Anti-IgE-Antikérpers, rhuMAb E25, in Flissigformulierungen wurden sowohl
unter hypotonischen als auch isotonischen Bedingungen untersucht. Die hypotoni-
schen Losungen wurden durch Hinzugeben von geringen Mengen von 10 % Essig-
saure oder 0,5 M Arginin in eine ungepufferte rhuMAb-E25-L6sung, die auf ~130
mg/ml in Milli-Q-Wasser konzentriert worden war, hergestellt. Die Endkonzentratio-
nen von Puffer und Salz wurde insgesamt bei 17,5 mM gehalten. Die hypotonischen
Lésungen wurden danach mit einem geringen Volumen von 5 M NaCl gemischt, um
die isotonischen Lésungen mit einer NaCl-Endkonzentration um die 150 mM NaCl zu
produzieren. Die Viskositat der Losung wurde bei 25 °C in einem Cannon-Fenske-
Routine-Kapillar-Viskosimeter unter Verwendung desselben Verfahrens wie in Bei-
spiel 1 beschrieben gemessen. Wie in Figur 6 dargestellt, hangt die Viskositat der
rhuMADb-E25-Lésung stark vom pH-Wert des Puffers ab, besonders in duf3erst hypo-
tonischen Lésungen. Der Zusatz von ionischen Spezies, wie z.B. NaCl, kann solche

pH-Auswirkungen signifikant reduzieren.

BEISPIEL 7
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Auch die Auswirkungen des pH-Werts auf die Viskositat eines rekonstituierten mono-
klonalen Anti-IlgE-Antikérpers, rhuMAb E25, wurden in Gegenwart anderer Exzipien-
ten, wie z.B. Trehalose, untersucht. Der gefriergetrocknete rhuMAb E25 wurde mit
SWFI rekonstituiert und anschlieRend gegen 20 mM Histidin, 250 mM Trehalose bei
pH 5 dialysiert. Die Proteinkonzentration betragt ungefahr 94 mg/ml. Der pH-Wert der
Lésung wurde mit 1 M NaOH eingestellt. Die Viskositat der L6sung wurde bei 25 °C
in einem Cannon-Fenske-Routine-Kapillar-Viskosimeter unter Verwendung dessel-
ben Verfahrens wie in Beispiel 1 beschrieben bestimmt. Die in Figur 7 dargestellten
Ergebnisse zeigten, dass die Viskositat des Antikérpers durch den pH-Wert der L6-
sung signifikant verandert werden kann.
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Patentanspriiche

1. Stabile flissige Formulierung, die ein Immunglobulin in einer Menge von zumin- . :

dest 80 mg/ml und ein Salz und/oder einen Puffer in einer Menge von zumindest 100
nM umfasst und eine kinematische Viskositat bei 25 °C von 50 mm2/s oder weniger
aufweist, wobei das Immunglobulin der Antikdrper rhuMAb-E25, rhuMAb-E26 oder
rhuMAb-E27 ist und wobei das Salz nicht Natriumchlorid ist.

2.  Formulierung nach Anspruch 1, die umfasst:
(@) das Salz und/oder den Puffer in einer Menge von 100-200 nM; oder
(b) das Salz und/oder den Puffer in einer Menge von 200 nM.

3. Formulierung nach Anspruch 1, worin das Salz und/oder der Puffer herriihren
von:

(@) einer organischen oder anorganischen Saure und einem basenbildenden
Metall oder Amin; oder

(b) einer Aminosaure.

4.  Formulierung nach Anspruch 3, worin:

(@) das basenbildende Metall aus der aus Alkalimetallen, Erdalkalimetallen,
Al, Zn und Fe bestehenden Gruppe ausgewahlt ist; oder

(b) das basenbildende Amin NR," ist, worin R unabh&ngig H oder Ci.4-Alkyl
ist.

5.  Formulierung nach Anspruch 1, worin das Salz und/oder der Puffer von einer
Aminosaure herrihren.

6. Formulierung nach Anspruch 1, worin das Salz aus der aus Natriumthiocyanat,
Ammoniumthiocyanat, Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Calciumchlorid, Arginin-

hydrochlorid, Zinkchlorid und Natriumacetat bestehenden Gruppe ausgewéhlt ist.

7.  Formulierung nach Anspruch 1, die:
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(@) eine kinematische Viskositdt bei 25 °C von 40 mm#/s oder weniger auf-
weist; oder

(b) eine kinematische Viskositat bei 25 °C von 30 mm2/s oder weniger auf-
weist; oder

(¢) eine kinematische Viskositat bei 25 °C von 20 mm2/s oder weniger auf- *

weist; oder
(d) eine kinematische Viskositat bei 25 °C von 10 bis 30 mm2/s aufweist.

8.  Formulierung nach Anspruch 1, die weiters ein Lyoprotectant umfasst.
9. Formulierung nach Anspruch 8, wobei das Lyoprotectant ein Zucker ist.

10. Formulierung nach Anspruch 9, wobei der Zucker Saccharose oder Trehalose
ist.

11.  Formulierung nach Anspruch 9, die den Zucker in einer Menge von 60-300 nM
umfasst.

12. Formulierung nach Anspruch 1, die weiters ein Tensid umfasst.

13. Formulierung nach Anspruch 1, die hypertonisch ist.

14. Formulierung nach Anspruch 1, die eine rekonstituierte Formulierung ist.

15. Formulierung nach Anspruch 14, wobei die Immunglobulinprotein-Konzentration
in der rekonstituierten Formulierung 2- bis 40-mal hdher ist als die Immunglobulinpro-

tein-Konzentration im Gemisch vor der Lyophilisierung.

16. Formulierung nach Anspruch 1, die eine fliissige pharmazeutische Formulie-
rung ist. |

17. Formulierung nach Anspruch 16, die zur subkutanen Verabreichung dient.
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18. Verfahren zur Verringerung der kinematischen Viskositat einer Formulierung,
die ein Immunglobulin in einer Menge von zumindest 80 mg/ml umfasst, umfassend
das Zusetzen eines Salzes und/oder eines Puffers in einer Menge von zumindest
100 nM, wobei das Immunglobulin der Antikérper rhuMAb-E25, rhuMAb-E26 oder
rhuMAb-E27 ist und wobei das Salz nicht Natriumchlorid ist.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei das Salz aus der aus Natriumthiocyanat,
Ammoniumthiocyanat, Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Calciumchlorid und Argi-

ninhydrochlorid bestehenden Gruppe ausgewahit ist.

20. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Formulierung eine rekonstituierte For-
mulierung ist.

21. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Formulierung hypertonisch ist.
22. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Proteinkonzentration in der rekonstitu-
ierten Formulierung 2- bis 40-mal héher ist als die Proteinkonzentration im Gemisch

vor der Lyophilisierung.

23. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die bei 25 °C bestimmte kinematische Vis-
kositat der Formulierung auf 50 mm2/s oder weniger verringert wird.

24. Fertigartikel, der einen Behélter umfasst, der eine Formulierung nach einem der
Anspriche 1 bis 17 enthalt.

25. Fertigartikel nach Anspruch 24, der weiters Anleitungen fiir die Verabreichung
der Formulierung umfasst.
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