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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Domeniul inventiei

Prezenta divulgare se referd la formulari farmaceutice liofilizate stabile ale unui anticorp

anti-CD19 si 1a metode de realizare si la metode de utilizare ale unor astfel de formulari.
Fundal

Celulele B sunt limfocite care joacd un rol larg in rdspunsul imun umoral. Ele sunt
produse in miduva osoasd a celor mai multe mamifere, si reprezintd 5-15% din grupul limfoidelor
in circulatie. Principala functie a celulelor B este de a face anticorpi impotriva diferitilor antigeni,
si sunt 0 componentd esentiald a sistemului imunitar adaptiv.

Datoriti rolului lor critic in reglarea sistemului imunitar, dereglarea celulelor B este
asociatd cu o varietate de tulburiri, cum ar fi limfoamele, si leucemiile. Acestea includ limfomul
non-Hodgkin (NHL), leucemia limfocitara cronicd (CLL) si leucemiea limfoblastica acuti (ALL).

Molecula CD19 umana este un receptor de suprafatd celulara distinct structural exprimat
pe suprafata celulelor B umane, incluzand, dar fird a se¢ limita la, celule pre-B, celule B in
dezvoltare timpurie (adicd, ceelule B imature), celule B mature prin diferentiere terminald in celule
din plasmi, si celule B maligne. CD 19 este exprimatd de majoritatea leucemiilor limfoblastice
acute pre-B (ALL), limfoamelor non-Hodgkin, leucemiilor limfocitare cronice cu celule B (CLL),
leucemiilor pro-limfocitare, leucemiilor cu celule paroase, leucemiilor limfocitare acute comune, si
unele leucemii limfoblastice Null-acute (Nadler si colab, J. Immunol., 131 :244-250 (1983), Loken
si colab, Blood, 70:1316-1324 (1987), Uckun si colab, Blood, 71 :13- 29 (1988), Anderson si
colab, 1984. Blood, 63:1424-1433 (1984), Scheuermann, Leuk. Lymphoma, 18:385-397(1995)).
Expresia CD19 pe celulele din plasmi sugercazd in plus cd poate fi exprimati pe tumorile
diferentiate cu celule B cum ar fi miclomul multiplu, plasmacitomul, tumorile Waldenstrom
(Grossbard si colab., Br. J. Haematol, 102:509- 15(1998); Treon si colab, Semin. Oncol, 30:248-
52(2003)).

Prin urmare, antigenul CD 19 este o tintd pentru imunoterapie in tratamentul limfomului
non-Hodgkin (incluzand fiecare din subtipurile descrise aici), leucemiei limfocitare cronice si/sau
leucemiei limfoblastice acute.

MOR208 (denumit anterior XmAbS5574) este un anticorp monoclonal umanizat modificat
genetic Fc care se leagd la CD19. Cresterea in legarea MOR208 Fc la FcyR, din cauza mutatiilor
modificate genetic XmAb, amelioreazi semnificativ citotoxicitatea mediatd de celuld dependenti
de anticorp in-vitro (ADCC), fagocitoza mediatd de celuld dependentd de anticorp (ADCP), si
efectele citotoxice directe (apoptozd) pe tumoare fatd de anticorpul nemodificat. Nu s-a aritat ca
MOR208 mediaza citotoxicitate dependentd de complement.

MOR208 a fost sau este in prezent studiat in studii clinice in CLL, ALL si NHL. Specific,
un studiu de fazi I intitulat Siguranta si tolerabilitatea XmAb®5574 in leucemia limfocitard
cronicd, si un studiu de faza Ila intitulat Studiul anticorpului anti-CD19 optimizat Fc (MOR208) in
tratarea leucemiei limfoblastice acute cu celule B (B-ALL) sunt finalizate. Un studiu de fazi Ila
intitulat Studiul anticorpului anti-CD19 optimizat Fc (MOR208) in tratarea limfomului non-
Hodgkin (NHL) a finalizat recrutarea. Si urméitoarele studii sunt in derulare: un studiu de faza
II/II intitulat Un studiu pentru a evalua eficacitatea si siguranta MOR208 cu bendamustini (BEN)
versus rituximab (RTX) cu BEN la pacientii adulti cu limfom difuz recidivat sau refractar cu
celule B mari (DLBCL) (B-MIND), un studiu de Fazi II intitulat Studiu pentru evaluarea
eficacitdtii si sigurantei MOR208 Cu idelalisib la pacientii R/R CLL/SLL pretratati cu BTKi, un
studiu de fazad II intitulat Un studiu pentru evaluarea sigurantei si eficacititii lenalidomidei cu
MOR208 la pacientii cu R-R DLBCL, si un studiu de faza II intitulat MOR208 de faza II in
combinatic cu lenalidomidd pentru pacientii cu CLL, SLL sau PLL recidivat sau refractar sau
pentru pacientii mai in varstd cu CLL, SLL sau PLL netratat.

Anticorpii terapeutici si fragmentele de anticorp sunt molecule mari §i mai complexe
decit medicamentele traditionale organice si anorganice micromoleculare deoarece anticorpii
posedd multiple grupdri functionale in plus fatd de structurile tridimensionale complexe si, prin
urmare, formularea de astfel de proteine ridicd provocdri speciale. Pentru ca o proteind sd rimana
activa biologic, o formulare trebuie sd pastreze integritatea conformationala cel putin a secventei
miezului aminoacizilor proteinei in timp ce, in acelasi timp protejeazd multiplele grupari
functionale ale proteinei de degradare. Formuldrile anticorpilor pot avea durate de valabilitate
scurte si anticorpii formulati pot pierde activitatea biologica care rezultd din instabilitatea chimica
si fizicd in timpul depozitirii. Cele mai comune trei cdi pentru degradarea proteinei sunt agregarea,
deamidarea si oxidarea proteinei (Cleland si colab., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
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Systems 10(4): 307-377 (1993)). in particular, agregarea poate conduce potential la rispuns imun
crescut la pacienti, conducind la preocupdri de sigurantd si trebuie si fie minimizatd sau
prevenitd. WO 2015/157286 Al divulgd formuldri stabile de enticorpi anti-CD19, unde trehaloza
sau manitolul si zaharoza sunt utilizate ca agenti de stabilizare.

Rezumatul inventiei

Un obiectiv al inventiei este de a furniza formulari de anticorpi anti-CD19, si in particular
formuldri de anticorpi anti-CD19 avand o durata de valabilitate adecvata.

Formulirile adecvate pentru anticorpii terapeutici pot fi o compozitic farmaceutici apoasi
sau liofilizatd care poate fi reconstituitd pentru a furniza o solutic pentru administrare la un
pacient.

Inventia furnizeazi o formulare farmaceutica liofilizatd stabild, formularea cuprinzind un
anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de la 20 mg/ml pand 1a 125 mg/ml, un tampon, polisorbat
intr-o concentratiec de la 0,005% (m/v) pand la 0,06% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea
cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau
b) manitol intr-o concentratie de 1la 180 mM pand la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie de la
10 mM pani la 50mM,
si in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu cu
secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor cu secventa
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDST YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

Inventia furnizeazi de asemenea un recipient care pdstreazd formularea farmaceutici
liofilizat4 stabila a inventiei.

Inventia furnizeaza de asemenea o solutie pentru administrare la un pacient, care este
reconstituitd din formulareca farmaceutici liofilizatd stabild a inventiei si care solutie cuprinde
respectivul anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de 1a 20 mg/ml pand la 125 mg/ml, un tampon,
polisorbat intr-o concentratie de 1a 0,005% (m/v) pani la 0,06% (m/v), si are un pH de 6,0, in care
formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau
b) manitol intr-o concentratie de 1la 180 mM pand la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie de la
10 mM pani la 50mM.

Inventia furnizeazi de asemenea solutia inventiei pentru utilizare in tratarea unei boli sau
tulburdri la un subiect, tratamentul cuprinzind administrarea unei cantititi eficiente de solutie citre
subiect, in care boala sau tulburarea este cancerul.

In unele realiziri, respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 cuprinzand
secventa SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 cuprinzind secventa NPYNDG (SEQ ID
NO: 2), o regiune HCDR3 cuprinzand secventa GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune
LCDRI1 cuprinzind secventa RSSKSLONVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2
cuprinzand secventa RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzind secventa
MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDRI de secventi
SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune
HCDR3 de secventd GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDR1 de secventd
RSSKSLOQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventa RMSNLNS (SEQ ID
NO: 5), si o regiune LCDR3 de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de
secventd
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventa
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DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPD RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO:
11).

In unele realiziri, anticorpul anti-CD19 in formulare are o concentratie de la aproximativ
20 mg/ml pani la aproximativ 80 mg/ml. In unele realiziri, anticorpul anti-CD19 in formulare are
o concentratie de aproximativ 40 mg/ml.

In unele realiziri, respectivul tampon in formulare este tampon citrat sau tampon fosfat.

In unele realiziri, respectiva trehalozi in formulare este de aproximativ 200 mM. In unele
realizdri, respectiva trehaloza in formulare este de 200 mM.

in unele realiziri, respectivul manitol in formulare este de aproximativ 219 mM si
zaharoza in formulare este de aproximativ 29 mM. In unele realiziri, respectivul manitol in
formulare este de 219 mM si zaharoza in formulare este de 29 mM.

In unele realiziri, respectivul polisorbat in formulare este polisorbat 20. in inventia
revendicatd, respectivul polisorbat (de exemplu, polisorbat 20) in formulare este de la 0,005%
(m/v) pani la aproximativ 0,06% (m/v). In unele realiziri, respectivul polisorbat (de exemplu,
polisorbat 20) in formulare este de aproximativ 0,02% (m/v). In unele realiziri, respectivul
polisorbat (de exemplu, polisorbat 20) in formulare este de 0,02% (m/v).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, trehalozd intr-o concentratic de
aproximativ 200 mM, polisorbat intr-o concentratie de aproximativ 0,02% (m/v), si un pH de 6.0.

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de 40 mg/ml, citrat
intr-o concentratic de 25 mM, trehalozd intr-o concentratic de 200 mM, polisorbat intr-o
concentratie de 0,02% (m/v), si un pH de 6,0.

In unele realizari, este furnizatd aici este o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum
s-a revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de aproximativ 40
mg/ml, citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, manitol intr-o concentratie de aproximativ
219 mM, zaharoza intr-o concentratic de aproximativ 29 mM, polisorbat intr-o concentratic de
aproximativ 0,02% (m/v), si un pH de 6,0.

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de 40 mg/ml, citrat
intr-o concentratie de 25 mM, manitol intr-o concentratie de 219 mM, zaharoza intr-o concentratie
de 29 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si un pH de 6,0.

In unele realiziri, respectivul anticorp anti-CD19 in formulare nu este supus la liofilizare
anterioari, de exemplu este lichid. In unele realiziri, respectivul anticorp anti-CD19 in formulare
este un anticorp umanizat sau uman.

Descrierea desenelor

Figura 1: Sunt furnizate secventele de aminoacizi ale MOR208.

Figura 2: Numadr de particule subvizibile (SVP) de MOR208 dupa 3 luni la 40°C. Formularea 3 si
Formularea 9 au fost comparate si formularea manitol/zaharoza a generat mai multe particule in
timp 1n special in intervalul intre 2 pm si 1000 pm.

Descriere detaliata a inventiei

Termenul ,,anticorp*‘ inseamnd anticorpi monoclonali, incluzand orice izotip, cum ar fi,
IgG, IgM, IgA, IgD si IgE. Un anticorp IgG este compus din doud lanturi grele identice si doud
lanturi usoare identice care sunt imbinate prin legituri disulfura. Fiecare lant greu si usor contine o
regiune constantd si o regiune variabild. Fiecare regiune variabild contine trei segmente denumite
Lregiuni determinante de complementaritate™ (,,regiuni CDR™) sau ,regiuni hipervariabile®, care
sunt in primul rand responsabile pentru legarea unui epitop al unui antigen. Ele sunt referite ca
CDR1, CDR2, si CDR3, numerotate secvential de la N-terminal. Porfiunile cele mai puternic
conservate ale regiunilor variabile in exteriorul regiunilor CDR sunt denumite ,regiuni cadru®. Un
fragment de anticorp™ inseamnd un fragment Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' F(ab")2, sau alt fragment,
care contine cel putin un lant greu variabil sau lant usor variabil, fiecare continind regiuni CDR si
regiuni cadru.

»VH* se referd la regiunea variabild a unui lant greu de imunoglobuline al unui anticorp,
sau fragment de anticorp. ,,VL* se referd la regiunea variabild a lantului usor de imunoglobuline al
unui anticorp, sau fragment de anticorp.

Termenul ,,CD19 se referd la proteina cunoscuti ca CD19, avand urmitoarele sinonime:
B4, antigen limfocitar B CD19, antigen de suprafati B-limfocitar B4, CVID3, antigen de
diferentiere CD19, MGC12802, si antigen de suprafati al celulei T Leu-12.
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CD19 uman are secventa de aminoacizi de:
MPPPRLLFFLLFLTPMEVRPEEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRESPLKPFLKLSL
GLPGLGIHMRPLAIWLFIFNVSQQMGGFYLCQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELFRWNVSDLG
GLGCGLKNRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLNQSLSQDLTMAPGS
TLWLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGPKSLLSLELKDDRPARDMWVMETGLLLPRATAQDAGK
YYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSAVTLAYLIFCLCSLVGILHLQRALVLRRKRK
RMTDPTRRFFKVTPPPGSGPQNQYGNVLSLPTPTSGLGRAQRWAAGLGGTAPSYGNPSSDVQA
DGALGSRSPPGVGPEEEEGEGYEEPDSEEDSEFYENDSNLGQDQLSQDGSGYENPEDEPLGPE
DEDSFSNAESYENEDEELTQPVARTMDFLSPHGSAWDPSREATSLGSQSYEDMRGILYAAPQLR
SIRGQPGPNHEEDADSYENMDNPDGPDPAWGGGGRMGTWSTR. (SEQ ID NO: 7)

~MOR208 este un anticorp anti-CD19. Secventa de aminoacizi a domeniilor variabile
este previzutd in Figura 1. Secventa de aminoacizi a regiunilor Fc ale lanturilor grele si usoare ale
MOR208 este furnizatd in Figura 1. ,MOR208* si ,, XmAb 5574 sunt utilizate ca sinonime pentru
a descrie anticorpul prezentat in Figura 1. Anticorpul MOR208 este descris in cererea de brevet
US cu numadrul serial 12/377.251.

Anticorpi suplimentari specifici pentru CD19 sunt descrisi in brevetul SUA nr.
7.109.304 (Immunomedics); cererea de brevet US cu nr. serial 11/917.750 (Medarex); cererea de
brevet US cu nr. serial 11/852.106 (Medimmune); cererea de brevet US cu nr. serial
11/648.505 (Merck Patent GmbH); brevetul SUA nr. 7.968.687 (Seattle Genetics); si cererea de
brevet US cu nr. serial 12/710.442 (Glenmark Pharmaceuticals).

In plus, anticorpi suplimentari specifici pentru CDI19 sunt descrisi
in W02005012493 (US7109304), WO2010053716 (US12/266.999)

(Immunomedics); W02007002223 (US US8097703) (Medarex); W02008022152 (12/377.251)

si W02008150494 (Xencor), WO2008031056 (US11/852.106) (Medimmune); WO
2007076950 (US 11/648.505) (Merck Patent GmbH); WO 2009/052431 (US12/253.895) (Seattle
Genetics); si WO2010095031 (12/710.442) (Glenmark
Pharmaceuticals), W02012010562 si W02012010561 (International Drug

Development), W0O2011147834 (Roche Glycart), si WO 2012/156455 (Sanofi).

Termenul ,formulare farmaceutica“ se referd la o preparare pentru administrare la
subiecti. Astfel de subiecti pot fi oameni.

O formulare ,,stabild“ este una care poate fi administrati pacientilor dupa depozitare. In
aspecte, formularea refine esential proprietdtile sale fizice si chimice, precum si activitatea sa
biologicd dupd depozitare. Diferite tehnici analitice pentru masurarea stabilitatea proteinei sunt
disponibile in domeniu si sunt analizate in Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent
Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) si Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev.
10: 29-90 (1993), de exemplu.

Stabilitate poate fi evaluatd calitativ si/sau cantitativ intr-o varietate de moduri diferite,
incluzind evaluarea formirii agregatului (de exemplu utilizAnd cromatografic de excludere
dimensionald, prin masurarea turbiditatii, si/sau prin inspectie vizuald); prin evaluarea incarcarii
eterogene utilizand cromatografie cu schimb de ioni (IEC), cromatografie de excludere
dimensionald (HP-SEC), analizi SDS-PAGE pentru a compara anticorpul redus si intact;
evaluarea activitdtii biologice sau functia de legare la antigen a anticorpului; etc. Instabilitatea
poate implicd oricare sau mai multe dintre: agregare, deamidare (de exemplu deamidare Asn),
oxidare (de exemplu oxidare Met), izomerizare (de exemplu izomerizare Asp),
tiiere/hidrolizi/fragmentare (de exemplu fragmentarea regiunii balama), formare de succinimida,
cisteine neimperecheate, extensie N-terminald, procesare C-terminald, diferente de glicozilare, etc..

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,activitate biologica* a unui anticorp
monoclonal se referd la abilitatea anticorpului de a se lega la antigen. Ea poate include in plus
legarea anticorpului la antigen si conducand 1a un raspuns biologic mésurabil care poate fi masurat
in Vvitro sau in vivo.

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,.tampon‘ se referd la o solutie tamponata care
rezistd modificdrilor in pH prin actiunca componentelor sale conjugate acid-bazi. Tamponul
acestei divulgdri are preferabil un pH in intervalul de la aproximativ 4,5 pani la aproximativ 7.0,
preferabil de la aproximativ 5,6 pand la aproximativ 7,0. Tamponul poate avea un pH de
aproximativ 6,0 sau un pH de 6,0. De exemplu, un tampon citrat sau un tampon fosfat sunt fiecare
un exemplu de tampoane care vor controla pH-ul in acest interval.

Asa cum s-a utilizat in acest document, un ,surfactant* se referd la un agent activ de
suprafatd. Preferabil surfactantul este un surfactant neionic. Exemple de surfactanti include aici
polisorbatul (de exemplu, polisorbat 20 si, polisorbat 80); poloxamerul (de exemplu poloxamer
188); tritonul; dodecil sulfat de sodiu (SDS); laurel sulfat de sodiu; octil glicosida de sodiu; lauril-,
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miristil-, linoleil-, sau stearil-sulfobetaind; lauril-, miristil-, linoleil- sau stearil-sarcozind; linoleil-,
miristil-, sau  cetil-betaind;  lauroamidopropil-,  cocamidopropil-,  linoleamidopropil-,
miristamidopropil-, ~ palmidopropil-,  sau  isostearamidopropil-betaind (de  exemplu
lauroamidopropil); miristamidopropil-, palmidopropil-, sau izostearamidopropil-dimetilamina;
metil cocoil de sodiu, sau metil oleil-taurat de disodiu;, si seriile MONAQUAT™ (Mona
Industries, Inc., Paterson, N.J.); polietil glicol, polipropil glicol, si copolimeri de etilen si propilen
glicol (de exemplu Pluronics, PF68 etc.); etc. Intr-o realizare, surfactantul este aici polisorbat 20.

~Regiune Fc“ Inscamni regiunea constantd a unui anticorp, care la oameni poate fi de
subclasa IgGl, 2, 3, 4 sau altele. Secventele de regiuni Fc umane sunt disponibile 1a IMGT, C-
REGIUNILE IGH umane,
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/Proteine/proteind/human/IGH/IGHC/Hu_IGHCallgenes.htm
1 (recuperat pe 16 mai 2011).

~2Administrat® sau ,administrare includ dar nu sc¢ limiteaza la livrarea printr-o forma
injectabild, cum ar fi, de exemplu, pe cale intravenoasd, intramusculard, intradermald sau
subcutanati sau cale mucozald, de exemplu, ca pulverizator nazal sau aerosol pentru inhalare sau
ca o solutie ingerabild, capsule sau tablete.

O ,cantitate eficientd terapeutic* dintr-un compus sau combinatic s¢ referd la o
cantitate suficientd pentru a opri cel putin partial manifestarile clinice ale unei boli sau tulburare
dati si a complicatiilor sale. Cantitatea care este eficientd pentru un scop terapeutic particular va
depinde de severitatea bolii sau leziunii precum si de greutatea si starea generald a subiectului. Se
va intelege cd determinarea unui dozaj adecvat poate fi obtinutd, utilizind experimentarca de
rutind, prin constructia unei matrice de valori si testarea diferitelor puncte din matrice, din care
toate se incadreaza in abilitdtile obisnuite ale unui medic antrenat sau specialist clinic.

»~Regiunile CDR* sunt definite aici fie prin Chotia si colab sau fie prin Kabat si colab.
Vezi Chotia C, Lesk AM. (1987) Canonical structures for the hypervariable regions of
immunoglobulins. J Mol Biol., 196(4):901-17. Vezi Kabat E.A, Wu T.T., Perry H.M., Gottesman
K.S. si Foeller C. (1991). Sequences of Proteins of Immunological Interest. A 5-a editie, publicatia
NIH nr. 91-3242, US Dept. of Health and Human Services, Washington, DC.

Concureazi incrucigat® inscamnd abilitatea unui anticorp sau a altui agent de legare de
a interfera cu legarea altor anticorpi sau agenti de legare la CD19 intr-un test de legare competitiva
standard. Abilitatea sau misura in care un anticorp sau alt agent de legare este capabil si interfere
cu legarea altui anticorp sau molecula de legare 1a CD19, si, prin urmare daci se poate mentiona ci
concureazd incrucisat conform inventiei, poate fi determinata utilizand teste de legare competitive
standard. Un test adecvat implicd utilizarea tchnologici Biacore (de exemplu prin utilizarca
instrumentului BIAcore 3000 (Biacore, Uppsala, Suedia)), care poate mdisura extinderca
interactiunilor utilizand tehnologia cu rezonantd plasmonicd de suprafatd. Un alt test pentru
misurarea competitivititii incrucisate utilizeazd o abordare pe bazd de ELISA. Un proces cu
randament ridicat pentru anticorpii de ,legare a epitopului” bazat pe concurenta lor incrucisata
este descris in cererea de brevet internationald nr. WO 2003/48731.

Termenul ,.epitop* include orice determinant proteic capabil de legare specificd la un
anticorp sau care interactioneazd altfel cu o moleculd. Determinantii epitopici constau in general
din grupari de suprafatd active chimic de molecule cum ar fi aminoacizii sau catenele laterale de
carbohidrat sau zahdr si poate avea caracteristici structurale tridimensionale specifice, precum si
caracteristici de incdrcare specifice. Un epitop poate fi ,liniar” sau ,,conformational. Termenul
epitop liniar‘ se referd la un epitop cu toate punctele de interactiune intre proteind i molecula de
interactiune (cum ar fi un anticorp) apar liniar de-a lungul secventei primare de aminoacizi a
proteinei (continuu). Termenul ,.epitop conformational® se referd la un epitop in care aminoacizii
discontinui vin impreund in conformatie tridimensionald. La un epitop conformational, punctele de
interactiune apar de-a lungul resturilor de aminoacizi pe proteind, care sunt separate unul de altul.

oS¢ leagi acelasi epitop ca‘“ inseamna abilitatea unui anticorp sau a altui agent de legare
de a se lega la CD19 si avind acelasi epitop ca anticorpul exemplificat. Epitopii anticorpului
exemplificat si alti anticorpi la CD19 pot fi determinati utilizAnd tehnici de mapare standard ale
epitopului. Tehnicile de mapare ale epitopului, bine cunoscute in domeniu includ Protocoalele de
mapare ale epitopului din Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E.Morris, Ed., 1996)
Humana Press, Totowa, New Jersey. De exemplu, epitopii liniari pot fi determinati prin de
exemplu, sintetizarea concomitentd a numdirului mare de peptide pe suporturi solide, peptidele
corespunzand portiunilor moleculei de proteind, si reactionind peptidele cu anticorpi in timp ce
peptidele sunt incd atasate la suporturi. Astfel de tehnici sunt cunoscute in domeniu si descrise in,
de exemplu, brevetul S.U.A. nr. 4.708.871 ; Geysen si colab, (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA
8:3998-4002; Geysen si colab, (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 82:78-182; Geysen si colab,
(1986) Mol. Immunol. 23 :709-715. In mod similar, epitopii conformationali sunt cu usurinti
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identificafi prin determinarea conformatiei spatiale de aminoacizi cum ar fi prin, de exemplu,
schimb de hidrogen/deuteriu, cristalografie cu raze X si rezonantd magneticd nucleard
bidimensionald. Vezi, de exemplu, Protocoalele de mapare ale epitopului, de mai sus. Regiunile
antigenice ale proteinelor pot fi de asemenea identificate utilizand grafice standard de
antigenicitate si hidropatie, cum ar fi cele calculate utilizand, de exemplu, programul software
Omiga versiunea 1.0 disponibil de la Oxford Molecular Group. Acest program de calculator
utilizeazd metoda Hopp/Woods, Hopp si colab, (1981) Proc. Natl. Acad. Sci SUA 78:3824-3828;
pentru determinarea profilului de antigenicitate, si tehnica Kyte-Doolittle, Kyte si colab, (1982)
J.Mol. Biol. 157: 105-132; pentru graficele de hidropatie.

Realizari

Cum s-a notat in alti parte aici, inventia furnizeazi o formulare farmaceutica liofilizata
stabild, formulare cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de la 20 mg/ml pani la
125 mg/ml, un tampon, polisorbat intr-o concentratic de la 0,005% (m/v) pand la 0,06% (m/v), si
pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau
b) manitol intr-o concentratie de 1la 180 mM pand la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie de la
10 mM pand la 50mM,
si in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de
secventd
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDST YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

In unele realizari, respectivul tampon din formulare este intr-o concentratie de la 10 pana
la 75 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este intr-o concentratie de la 20
pani la 50 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este intr-o concentratie de la
20 pani la 40 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este intr-o concentratie de
la 20 pani la 30 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este intr-o concentratic
de aproximativ 25 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este intr-o
concentratie de 25 mM. In unele realiziri, respectivul tampon din formulare este tampon citrat sau
tampon fosfat.

In unele realiziri, respectivul tampon citrat din formulare este intr-o concentratie de 1la 10
pani la 75 mM. In unele realiziri, respectivul tampon citrat din formulare este intr-o concentratie
de la 20 pani la 50 mM. In unele realiziri, respectivul tampon citrat din formulare este intr-o
concentratic de la 20 pand la 30 mM. In unele realiziri, respectivul tampon citrat din formulare
este intr-o concentratic de aproximativ 25 mM. In unele realiziri, respectivul tampon citrat din
formulare este intr-o concentratie de 25 mM.

In unele realiziri, respectivul tampon fosfat din formulare este intr-o concentratic de la 10
pani la 75 mM. In unele realiziri, respectivul tampon fosfat din formulare este intr-o concentratic
de la 20 pana la 50 mM. In unele realiziri, respectivul tampon fosfat din formulare este intr-o
concentratic de la 20 pani la 30 mM. in unele realiziri, respectivul tampon fosfat din formulare
este intr-o concentratic de aproximativ 25 mM. In unele realiziri, respectivul tampon fosfat din
formulare este intr-o concentratic de 25 mM.

Intr-o alti realizare respectivul anticorp anti-CD19 este un anticorp umanizat sau uman.

Intr-o altd realizare respectiva formulare farmaceutica liofilizatd stabild este stabila la 2-
8°C pentru cel putin 6 luni, cel putin 12 luni, cel putin 18 luni, cel putin 24 luni sau cel putin 36
luni.

Intr-o altd realizare respectiva formulare farmaceutica liofilizatd stabild este stabild la
aproximativ 40°C pentru cel putin aproximativ 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 sau
mai multe siptimani. In anumite realiziri, respectiva formulare farmaceutici liofilizati stabila este
stabild la aproximativ 40°C pentru cel putin aproximativ 1, 2, 3, 4, 5 sau mai multe luni. in
anumite realizari, respectiva formulare farmaceutica liofilizatd stabila este stabild la aproximativ
25°C pentru cel putin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 sau mai multe luni. In anumite realiziri,
respectiva formulare farmaceutica liofilizata stabila este stabild la aproximativ 5°C pentru cel putin
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1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, sau mai multe luni. In
anumite realizari, respectiva formulare farmaceutica liofilizatd stabila este stabild la aproximativ
5+/-3°Cpentrucel putin 1, 2, 3, 4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
sau mai multe luni. In anumite realiziri, respectiva formulare farmaceutici liofilizati stabili este
stabili la aproximativ -20°C pentru cel putin 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, sau mai multe luni. in anumite realizdri, respectiva formulare farmaceutici
liofilizata stabila este stabila la 5°C sau -20°C pentru cel putin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, sau mai multe luni.

Intr-o realizare suplimentard anticorpul anti-CD19 din formulare retine cel putin 60%, cel
putin 70%, cel putin 80%, cel putin 90%, cel putin 95% din activitatea sa biologicd dupa
depozitare. In unele realiziri activitatea biologici este misuratd prin legarea anticorpului la CD19.
In unele realiziri activitatea biologici este masurati prin legarea anticorpului la CD19 intr-un test
de legare la CD19 FACS. In uncle realiziri activitatea biologicd este misurat prin activitatea
ADCC a respectivului anticorp anti-CD19. In unele realiziri formularea farmaceutici liofilizati
stabila este sterila.

Intr-o realizare suplimentard, respectiva formulare farmaceutica liofilizatd stabild este
adecvati pentru a fi administrati unui subiect. Intr-o realizare suplimentari, respectiva formulare
farmaceuticd liofilizatd stabild este adecvatd pentru administrare intravenoasd (IV) sau
administrare subcutanata.

Cum s-a notat in altd parte aici, Intr-un alt aspect inventia furnizeazd de asemenea un
recipient de pistrare a formuldrii farmaceutice liofilizate stabile a inventiei. Intr-o realizare
respectivul recipient este o fiold de sticld sau un recipient din aliaj metalic. Intr-o realizare
suplimentara aliajul metalic este otel inoxidabil 316L sau hastelloy.

De asemenca este divulgata aici o metoda de tratare a unei boli sau tulburdri la un subiect
cuprinzand administrarea unei cantititi eficiente din formularea divulgata aici citre subiect, in care
boala sau tulburareca este cancerul. De asemeneca este divulgatd aici utilizarea formularii
farmaceutice liofilizate stabile cum s-a divulgat aici pentru tratamentul unei boli sau tulburdri la un
subiect cuprinzand administrarea unei cantitdti eficiente din respectiva formulare citre subiect, in
care boala sau tulburarea este cancerul. De asemeneca este divulgatd aici utilizarea formuldrii
farmaceutice liofilizate stabile cum s-a divulgat aici pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul unei boli sau tulburdri la un subiect cuprinzind administrarea unei cantititi eficiente
din respectiva formulare citre subiect, in care boala sau tulburarea este cancerul.

Cum s-a notat in altd parte aici, inventia furnizeazd de asemenca o solutiec pentru
administrare la un pacient, care este reconstituitd din formularea farmaceutica liofilizata stabild a
inventiei si care solutie cuprinde respectivul anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de la 20 mg/ml
pand la 125 mg/ml, un tampon, polisorbat intr-o concentratic de la 0,005% (m/v) pani la 0,06%
(m/v), si are un pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau
b) manitol intr-o concentratie de 1la 180 mM pand la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie de la
10 mM pani la 50mM,
pentru utilizare in tratarea unei boli sau tulburdri la un subiect, tratamentul cuprinzind
administrarea unei cantititi eficiente de solutie citre subiect, In care boala sau tulburarea este
cancerul.

Intr-o realizare boala sau tulburarea este limfom non-Hodgkin (incluzand fiecare din
subtipurile descrise aici), leucemie limfocitard cronicd si/sau leucemic limfoblasticd acutd. in
realizari, limfomul non-Hodgkin este selectat din grupul constand din limfom folicular, limfom
limfocitar mic, tesut limfoid asociat cu mucoasa, limfom al zonei marginale, limfom difuz cu
celule B mari, limfom Burkitt, si limfom cu celule manta.

In unele realizari, este furnizatd aici este o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum
s-a revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de la aproximativ
40 mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratic de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o
concentratie de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehalozd Intr-o concentratie de aproximativ 200 mM sau
b) manitol intr-o concentratic de aproximativ 219 mM si zaharozd intr-o concentratic de
aproximativ 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 de
secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o
regiune HCDR3 de secventd GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDR1 de secventd
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RSSKSLONVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventd RMSNLNS (SEQ ID
NO: 5), si o regiune LCDR3 de secventi MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realizari, este furnizatd aici este o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum
s-a revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratie de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de aproximativ 200 mM sau
b) manitol intr-o concentratic de aproximativ 219 mM si zaharozd intr-o concentratic de
aproximativ 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de
secventd
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHW VRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPD RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO:
11).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de aproximativ 200 mM sau
b) manitol intr-o concentratic de aproximativ 219 mM si zaharozd intr-o concentratic de
aproximativ 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al
lantului greu de secventd
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus
a) trehaloza intr-o concentratie de aproximativ 200 mM sau
b) manitol intr-o concentratic de aproximativ 219 mM si zaharozd intr-o concentratic de
aproximativ 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil avand
cel putin 85%, 86%, 87%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%., 97%., 98%, sau 99%
identitate cu secventa
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil avand cel putin 85%, 86%, 87%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%., 96%, 97%, 98%, sau 99% identitate cu secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPD RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO:
11).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trehalozi intr-o
concentratie de aproximativ 200 mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune
HCDRI1 de secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ
ID NO: 2), o regiune HCDR3 de secventd GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune
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LCDRI1 de secventd RSSKSLONVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventa
RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o
concentratic de aproximativ 219 mM si zaharoz3 intr-o concentratie de aproximativ 29mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 de secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1),
o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3 de secventd
GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI de secventd RSSKSLONVNGNTYLY
(SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventd RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3
de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trehalozi intr-o
concentratie de aproximativ 200 mM in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu
variabil de secventd
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPD RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO:
11).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o
concentratic de aproximativ 219 mM si zaharoz3 intr-o concentratie de aproximativ 29mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de secventa
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventd
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNSGVPD

RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 11).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutici liofilizati cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trehalozi intr-o
concentratie de aproximativ 200 mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu
constant al lantului greu de secventd
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon citrat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o
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concentratic de aproximativ 219 mM si zaharoz3 intr-o concentratie de aproximativ 29mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon fosfat intr-o concentratie de 20 pand la 40 mM, polisorbat intr-o concentratie de
aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6.0, in care formularea cuprinde in plus trehaloza intr-o
concentratie de aproximativ 200 mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 anticorp cuprinde un
domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon fosfat intr-o concentratie de 20 pand la 40 mM, polisorbat intr-o concentratie de
aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o
concentratic de aproximativ 219 mM si zaharoz3 intr-o concentratie de aproximativ 29mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon fosfat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trehalozi intr-o
concentratie de aproximativ 200 mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu
constant al lantului greu de secventd
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
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PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD

WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA

VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratic de aproximativ 40
mg/ml, un tampon fosfat intr-o concentratie de aproximativ 25 mM, polisorbat intr-o concentratie
de aproximativ 0,02% (m/v), si pH de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o
concentratic de aproximativ 219 mM si zaharoz3 intr-o concentratie de aproximativ 29mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trchalozi intr-o concentratic de 200 mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 de secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1),
o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3 de secventd
GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI de secventd RSSKSLONVNGNTYLY
(SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventd RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3
de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o concentratie de 219 mM si zaharoz3 intr-
o concentratic de 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 de
secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 de secventd NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o
regiune HCDR3 de secventd GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDR1 de secventd
RSSKSLONVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventd RMSNLNS (SEQ ID
NO: 5), si o regiune LCDR3 de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

In unele realiziri, este furnizata aici o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trehaloza intr-o concentratie de 200 mM in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de secventa
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventd
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNSGVPD

RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 11).

In unele realiziri, este furnizati o formulare farmaceutica liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
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tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o concentratie de 219 mM si zaharoz3 intr-
o concentratic de 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de
secventd
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
YNEKF
QGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventd
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNSGVPD

RFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 11).

In unele realiziri, este furnizati o formulare farmaceutici liofilizati stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus trchalozi intr-o concentratic de 200 mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lantului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon fosfat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratic de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formulare cuprinde in plus trehalozd intr-o concentratic de 200 mM, in care
respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVYTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o concentratie de 219 mM si zaharoz3 intr-
o concentratie de 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al
lantului greu de secventi
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
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VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVYTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).

In unele realiziri, este furnizati aici o formulare farmaceutica liofilizatd stabild cum s-a
revendicat, formularea cuprinzand un anticorp anti-CD19 intr-o concentratiec de 40 mg/ml, un
tampon fosfat intr-o concentratic de 25 mM, polisorbat intr-o concentratic de 0,02% (m/v), si pH
de 6,0, in care formularea cuprinde in plus manitol intr-o concentratie de 219 mM si zaharoz3 intr-
o concentratie de 29mM, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al
lantului greu de secventa
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLF
PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLT
VVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lanfului usor de secventd
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 9).
Exemple de lucru
Exemplul de lucru 1: Caracterizarea biofizici a MOR208

Proprietdtile biofizice ale MOR208 au fost analizate In scopul caracterizdrii, analizei de
preformulare si fezabilitdtii concentratiei ridicate.

Pentru a evalua stabilitatea structurald a MOR208, s-au efectuat experimente de topire
termicd utilizind DSF (fluorimetric cu scanare diferentiald) si spectroscopie CD. Mostrele
MOR208 au fost diluate la o concentratic de 1,1 mg/mL. S-a adiugat colorant hidrofob sypro-
portocaliu pentru a detecta deplierea proteinei si s-au generat respectivele curbe de topire.
Mostrele au prezentat o temperaturd de topire relativ scdzutd de 47°C indicatd de o etapd de
crestere 1n fluorescenta.

MOR208 este un anticorp monoclonal umanizat care se¢ leagd la CD19 pe celulele B si
descendentii acestora. Regiunea Fc a fost modificatd genetic (S239D/I332E) pentru a spori
functiile efectoare care sustin depletia celulei B. in conformitate cu ipoteza de lucru curenti, acest
format de regiune Fc conduce la flexibilitatea domeniului CH2, care conduce la potentd ADCC
sporitd dar poate fi insotit de o scadere a temperaturii de topire a domeniului Fc.

Mai mult a fost efectuat un studiu de analizd a pH-ului utilizind DSC, RALS si ITF
pentru a identifica cel mai stabil interval pH pentru proteini. In studiu a fost acoperit un interval de
pH de la 3,5 pana la 8,0. Misurdtorile au fost executate intr-un sistem de tampoane amestecate
care acoperd intervalul dorit de pH. Inervalul cel mai stabil de pH pentru MOR208 a fost
identificat intre pH 6,0 si 7,0 pe baza rezultatele obtinute.

Prin urmare doud sisteme de tampoane au fost identificate ¢ furnizeazd o capacitate
suficientd de tampon in intervalul de pH-ul intre pH 6,0 si 7,0 si sunt acceptabile farmaceutic
pentru utilizare parenterala:

o Citrat (pH 5,5; 6,0)
e Histidina (pH 6,0; 6,5; 7,0)

S-au efectuat masurdtori DSC, RALS si ITF suplimentare pentru a testa stabilitateca
termicd a MOR208 in 25 mM tampon de citrat si 25 mM tampon de histidind. Numai citratul la un
pH de 5,5 a prezentat temperaturi de tranzifie semnificativ mai scizute unde toate mostrele testate
au prezentat o stabilitate termicd comparabild. Aceasta concluzie a fost de asemenea confirmati de
testirile RALS si ITF.

Mai mult, afost testat impactul tiriei ionice, zaharurilor, poliolilor si polisorbatului 20
asupra stabilitafii termice a MOR208. 25 mM tampon de citrat la pH 6,0 au fost selectati ca sistem
de tampon de bazd pentru prepararca mostrelor continAnd NaCl sau zahdr sau polisorbat 20.
Masuratorile au arjtat ca addugarea de NaCl creste stabilitatea termicd a MOR208 pe baza primei
temperaturi de tranzitie la 52°C. Aceastd observatic a fost confirmati de mdisuritori ITF.
Rezultatele testirii RALS nu au identificat nici un impact al NaCl asupra stabilititii termice a
MOR208.
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Impactul zaharurilor (trehalozi si zaharoz3) si manitolului asupra stabilitifii termice a
MOR208 a fost testat utilizand concentratii de 200 mM pentru trehaloza, 210 mM pentru zaharoza
si 180 mM manitol/45 mM zaharozi pentru amestec. Aceste concentratii au fost selectate pentru a
deplasa formularea in intervalul izotonic. Rezultatele testirilor DSC, RALS si ITF au indicat ci
trehaloza si zaharoza au avut un impact comparabil asupra stabilitdtii termice a MOR208 in timp
ce amestecul de manitol/zaharoza a scizut putin prima temperaturd de tranzitie cu aprox. 0,8°C.

Impactul polisorbatului 20 asupra stabilitidtii termice a MOR208 a fost testat utilizind
concentratii de 0,02%, 0,04%, 0,08% si 0,12%. Rezultatele masuritorilor DSC si RALS nu au
ardtat nici un impact semnificativ al polisorbatului 20 la concentratiile testate asupra stabilititii
termice a MOR208.

Impactul MgCl, asupra stabilititii termice a MOR208 a fost testat utilizind concentratii
de 1, 5 si 10 mM. Rezultatele masuratorilor DSC si RALS nu au aritat nici un impact semnificativ
al MgCl, la concentratiile testate asupra stabilitdtii termice a MOR208.

Exemplul de lucru 2: Studiu de stabilitate al formularilor lichide pentru MOR208

Pe baza caracterizirii biofizice a MOR208, au fost testate urmatoarele 6 formuliri lichide
diferite intr-un studiu de stabilitate:

Urmitoarele formuldri au fost selectate pentru studiul de stabilitate:

» Formularea F1: 10 mM citrat, pH 6,0 + 0,01 % PS 20 + 150 mM NaCl

= Formularea F2: 25 mM citrat, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 125 mM NaCl

= Formularea F3: 25 mM citrat, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 200 mM trehalozi

» Formularea F4: 25 mM citrat, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 210 mM zaharozi

= Formularea F5: 25 mM histidind, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 140 mM NaCl

» Formularea F6: 25 mM histidind, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 230 mM trechalozi
= Formularea F7: 25 mM succinat, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 215 mM trechalozi
= Formularea F8: 25 mM histidind, pH 6,5 + 0,02 % PS 20 + 240 mM trechalozi

Concentratia de proteind a fost de 20 mg/mL pentru toate formuldrile. Din fiecare
formulare 10 mL au fost umpluti intr-o fiold de 10 mL, inchisd cu un opritor de cauciuc acoperit §i
depozitate cu fundul in sus la o temperaturd controlatd de 25°C timp de 12 sdptimani. Testarca
analiticd a fost efectuata inainte de depozitare (t0) dupi 4, 8 si 12 siptimani.

Formulirile 1, 3, 5 si 7 au generat mai putine particule subvizibile timp de 12 sdptimani
in comparatic cu celelalte formuliri. Particulele au fost misurate prin MFI. Formularca 5 a
prezentat cel mai mic numir de SVP in intervalul >10pm si >25um.

Nivelul de agregare si monomeric al formuldrilor a fost testat prin HP SEC. Formularile
2, 3, 7 si 8 au prezentat o crestere mai ridicata in agregate timp de 12 sdptdmani in comparatie cu
celelalte formulari.

Osmolalitatea formuldrii 4 a crescut dupd 4 siptidmani de depozitare ceea ce, cel mai
probabil a indicat degradarea confinutului de zaharoza din formulare.

Deplasarea in pH indicd de asemenea degradarea zaharozei in formularea 4.

Testarea HIC suplimentard a indicat ci formuldrile 6, 7 si 8 au prezentat o scidere mai
puternici in % zonei maxime 3 in comparatie cu celelalte formuliri. In special formularea 8 a
prezentat o reducere puternica de la 66,1% (valoare initiald) pand la 52,2% dupa 12 sdptidmani.

Caracterizarea fizico-chimicd a MOR208 a identificat cel mai stabil interval de pH intre
pH 6,0 51 7,0.

Tampoanele de citrat, histidind si succinat au fost selectate ca sisteme de tampoane
acceptabile farmaceutic in intervalul de pH mentionat. Toate sistemele de tampone au fost utilizate
la o concentratic de 25 mM furnizind suficientd capacitate de tamponare pentru o concentratic a
proteinei de 20 mg/mL. Adiugarea de NaCl la o concentratic minima de 125 mM a avut un slab
efect pozitiv asupra stabilitdtii termice a MOR208 (pe baza datelor DSC). Adaugarea de zaharoza,
trehalozd, manitol/zaharoz3 si polisorbat 20 nu a alterat stabilitatea termicd a MOR208.

Pe baza rezultatelor analitice cele mai stabile formuliri au fost identificate a fi F1, F3 si

FS.
» Formularea F1: 10 mM citrat, pH 6,0 + 0,01 % PS 20 + 150 mM NaCl
= Formularea F3: 25 mM citrat, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 200 mM trehalozi
= Formularea F5: 25 mM histidind, pH 6,0 + 0,02 % PS 20 + 140 mM NaCl

Mostre din aceste 3 formulari au fost tinute suplimentar la 25°C timp de pand la 8 luni si
testate din nou. Formulirile 1 si 5 au furnizat cea mai mare stabilitate dar toate formuldrile lichide
au generat particule subvizibile dupd 8 luni peste specificatiile farmacopeicei (NMT 6000 particule
> 10u m pe fiold si NMT 600 particule > 25u m pe fiold). Prin urmare durata de valabilitate dorita
de cel putin 24 luni la 2-8°C nu a fost atinsd de una din formularile lichide testate cu 20 mg/mL
proteind.

Acest fapt a determinat decizia de a incepe dezvoltarea unei forme de dozare liofilizate.
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Exemplul de lucru 3: Studiu de fezabilitate al liofilizarii

Formularea 3 si o noud Formulare 9 au fost implicate in studiul de fezabilitate al
liofilizarii cu o concentratic de MOR208 de 40mg/ml:
Formulare 3: 25 mM citrat 200 mM dihidrat de trehaloza 0,02% polisorbat 20 pH 6,0

Aspectul produsului medicamentos liofilizat

Formulare 9: 25 mM citrat 219 mM manitol 29 mM zaharoza 0,02% polisorbat 20 pH 6,0

Aspectul turtei liofilizate pentru ambele formuldri a fost acceptabil. Formularea care a
confinut trehaloza a fost complet amorfa si prezintd un grad mai ridicat de contractie care este doar
o observatiec cosmeticd si nu este de obicei legatd de calitatea sau stabilitatea produsului.

10

farmaceutica ridicata fard contractie.
Calitatea MOR208 liofilizat a fost testatd si comparativ cu calitatea produsului inainte de

liofilizare. Urméitorul Tabel 1 rezuma rezultatele Formulirilor 3 si 9.

Tabelul 1: Compararea calitatii produsului inainte si dupa liofilizare

Formularea care a continut manitol a fost partial cristalind si furnizeaza o turtd de eleganti

Formulare 3

Formulare 9

Inainte de liofilizare [Dupi liofilizare

Inainte de liofilizare|Dupi liofilizare

Inainte de reconstituire

Aspect turtd N/A Aspect turtd|N/A Aspect turtd
acceptabil acceptabil

Nivel umezeala N/A 0,81-0,84% N/A 1,19-1,36%

Dupa reconstituire

Timp de|N/A 48 sec N/A 55 sec

reconstituire/n=2

Comportament de[N/A se formeazd spumd [N/A se formeazd spumi

reconstituire

Inspectie vizuald opalescent, fard|opalescent, fard|opalescent, fard|opalescent, farj)
culoare, fari|culoare, fard|culoare, fard|culoare, fard)

particule vizibile

particule vizibile

particule vizibile

particule vizibile

Turbiditate 22 FNU 21 FNU 23 FNU 22 FNU

Osmolalitate/mQOsm-kg! |318 283 356 325

pH 6,1 6,1 6,1 6,1

Scanare UV 41,0 mg/mL 36,9 mg/mL 40,8 mg/mL 38,6 mg/mL

HPSEC (% agregat) 0,8 0,8 0,7 0,8

HPSEC (% monomer) 99,2 99,2 99.3 99,2

HPSEC (% fragmente) |0,0 0,0 0,0 0,0

Particule subvizibile n.d. 76 > 10um / mL n.d. 71> 10um/ mL
9> 25um / mL 12 >25um / mL

% maxim neutru IEC 82,1 82,4 82,1 82,3

% maxim dupd IEC 6,6 6,3 6,5 6,3

% maxim inainte de IEC (11,4 11,3 11,4 11,4

Legare la CD16 103 99 105 103

% maxim inainte de HIC 0,38 0,39 0,39 0,39

% maxim 1 HIC 0,98 1,19 0,97 1,22

% maxim 2 HIC 4,25 3,73 4,06 3,95

% maxim 3 HIC 86,59 86,66 86,75 86,82

% maxim dupi HIC 7,79 8,02 7,83 7,62

15

Un studiu de liofilizare suplimentar a fost efectuat care a fost concentrat numai pe
testarea particulei subvizibile (SVP) inainte si dupd liofilizare. Rezultatele studiului sunt listate
in Tabelul 2 arati clar ci procesul de liofilizare nu a crescut numarul de SVP.
Tabelul 2: Numir de particule subvizibile ale MOR208-F3 inainte si dupa liofilizare

Mostra Particule subvizibile pe mL (MFT)

2 - 1000 pum > 10 ym > 25 um
MOR208-F3 inainte de liofilizare 847 46 5
MOR208-F3 liofilizate dupa reconstituire 892 15 2

20

Pe baza rezultatelor testirii, nu s-a observat nici un impact negativ al procesului de
liofilizare asupra calitdtii produsului. Ambele formulari furnizeazi un aspect acceptabil al turtei.
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Timpul de reconstituire este sub 60 secunde pentru formularea continind 40 mg proteind pe mL.
Reconstituirea este efectuatd prin adiugarea a 5 mL de apd pentru injectic. Nivelul de umezeald al
ormuldrii cu manitol/zaharoza este mai ridicat in comparatie cu cel al formuldrii care contine
trehaloza care este din cauza densitdtii mai ridicate a turtei liofilizate. Osmolalitatea si continutul
de proteind (scanare UV) a scizut dupd liofilizare deoarece produsul a fost diluat din cauza
procedurii de reconstituire. Nivelul de agregare nu a crescut in timpul liofilizarii i un numir
scizut de particule subvizibile a fost numarat dupa reconstituire. Ca rezultat, ambele formulari sunt
adecvate pentru liofilizarea MOR208 si studiul de fazabilitate al liofilizarii a fost finalizat cu
succes. Dupd acest studiu, s-a efectuat un studiu de stabilitate accelerat cu ambele formulari pe o
perioada de 3 luni la 40°C.

Exemplul de lucru 4: Studiu de stabilitate accelerat

Dupd ce studiul de fezabilitate al liofilizarii a fost finalizat cu succes, a fost efectuat un
prim studiu de stabilitate 1a 40°C (75% rH) tomp de 3 luni pentru a compara ambele formuliri.
Testarea stabilitdtii a inclus testarea pentru culoare si vizibilitate a particulelor. Mai mult produse
au fost testate pentru HP-SEC (agregare), HIC, IEC, test de legare (CD16 Biacore), MFI (particule
sub-vizibile) si SDS-Page.

Testarea HP-SEC a prezentat o crestere mai ridicati in agregate pentru F9 dupi 3 luni de
depozitare (Tabelul 3). Nivelul de agregare pentru F3 a crescut de la 0,8% pand la 1,7% unde
nivelul de agregare al lui F9 crescut de la 0,8% pana 1a 2,6%.

Tabelul 3: Test de agregare prin HP-SEC

Formulare 3 Formulare 9

% agregare  |% confinut de monomer % agregare  |% confinut de monomer

Valoare initiald 0,8 99,3 0,8 99,2

1 luna

1,4 98,6 2,2 97,8

2 luni

1,8 93,2 2.1 97.9

3 luni

1,7 98,3 2,6 97,4

25

30

35

40

45

50

Particulele subvizibile au fost testate pentru tO si dupd 4 sdptimini, 8 sdptdmani si 12
saptimani cu metoda MFI. Comparand ambele formuldri a fost evident ci formularea cu
manitol/zaharoza a generat mai multe particule in timp in special in intervalul intre 2 pm si 1000
pm (Figura 2).

Pe baza rezultatelor analitice, Formularea 3 contindnd trehalozi a prezentat o stabilitate
mai ridicatd la 40°C in comparatie cu Formularea 9. Diferentele in stabilitate au fost vizut in SVP
(MFT) si nivelul de agregare (HPSEC).

Concluzie:

Studiul de fezabilitate al liofilizirii a ardtat cA MOR208 poate fi uscat prin congelare fara
un impact asupra calitdtii produsului utilizind ambele formulari si o concentratie a proteinei de 40
mg/mL. Conditiile de stabilitate au fost 40°C (75% rH) pe o perioada de 3 luni. In timpul acestui
studiu de stabilitate, formularea care a confinut trehalozd fost identificat cu o stabilitate mai
ridicatd In comparatie cu formularea cu manitol/zaharoza.

Exemplul de lucru 5: Stabilirea duratei de valabilitate

Pentru un studiu de stabilitate pe termen lung MOR208 in Formularea 3 a fost supus la
testare In depozitare In timp real 1la 5°C £ 3°C si depozitare accelerata 1a 25°C + 2°C.

Studiile de stabilitate efectuate cuprind stabilitatea care indica si stadiul metodelor tehnice
pentru monitorizarea produselor medicamentoase referitoare la concentratie, activitate, puritate,
parametrii farmaceutici si microbiologici in timpul depozitarii.

Au fost utilizate urmdtoarele metode parametrice si sunt considerate a fi principalele teste
care indica stabilitatea:

- Puritate prin HP-SEC:

Proprietafile care indicd stabilitatea ale HP-SEC au fost prezentate prin analiza unei
mostre stresate relevante. Mai mult, capacitatea detectiei de agregate a fost verificatd prin
ultracentrifugare analitica.

- Omogenitate si puritate prin IEC si CGE redusi/neredusa:

Se aplicd pentru detectia fragmentelor CGE nereducitoare; modificarile chimice care
conduc la variante de Incircare asemanitoare deamiddrii au fost detectate prin I[EC.
- Teste de activitate:

Testele de activitate specificd a produsului, testul de legare la CD19 (FACS), testul de
legare 1la CD16 (SPR) si testul de potentdi ADCC au prezentat sensibilitate la o mostrd stresati
relevanti.
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Rezultatele depozitirii in timp real 1la 5°C £ 3°C si depozitirii accelerate 1a 25°C £ 3°C
sunt rezumate in Tabelul 4 si Tabelul S respectiv.

Tabelul 4: MOR208 - depozitare in timp real la 5°C + 3°C

Parametru

Specificatie

0 luni |6 luni {12 luni |18 luni |24 luni (36 luni

Particule vizibile

Solutic esential fard particule strdine,
poate contine citeva particule tipice
de produs alb pand la alburiu

Esential fard particule strdine; fard confinut de
particule translucide, albe pana la alburiu

1EC [%] Raport al rezultatului grupului maxim|24,1 (24,7 24,5 244 (24,3 24,3
acidic
Raport al rezultatatului  grupului66,3 [65,5 [65,5 66,0 65,8 65,6
maxim principal
Raport al rezultatului grupului maxim|9,7 9,8 10,0 9,6 9,9 10,1
de baza
HP-SEC[%] Monomer > 92 98 97 98 98 98 98
Agregate <5 2 3 2 2 2 2
CGE redusi [%] > lanturilor grele si usoare > 90 97 97 96 97 97 96
CGE neredusa [%] Maxim principal > 85 92 93 93 93 93 93
Fragmente: rezultat raportat 6 6 6 6 6 6
Test de potentd|50 - 150 din materialul standard 78 118 |99 98 99 97
(ADCC) [%]
Test de legare 1a CD19|50 - 150 din materialul standard 97 92 96 106 109 83
(FACS) [%]
Test de legare la CD16{50 - 150 din materialul standard 96 97 101 100 100 93
(SPR) [%]
Particule  subvizibile|> 10 um: <6000 particule/fiola 10 7 347 93 167 113
[particule/fiold] > 25 um: <600 particule/fiold 0 0 3 3 0 10
Particule  subvizibile|Raport de particule rezultate > 2 la <|3499 (6027 (21417 (9265 |5639 |9632
(MFI) [particule/mL] [10 pum
Tabelul 5: MOR208 - Depozitare acceleratd la 25°C + 3°C
Parametru Specificatie 0 luni [1 luni 3 luni 6 luni

Particule vizibile

Solutic in mod esential fard particule
strdine, poate contine citeva particule
tipice produsului albe la alburii

In mod esential fiard particule strdine; farad
continut de particule translucide, albe la
alburii

IEC [%] Raport al rezultatelor grrupului maxim(24,1 239 24,6 24,8
acidic
Raport al rezultatelor grupului maxim|66,3 66,0 64,7 64,1
principal
Raport al rezultatelor grupului maxim de|9,7 10,1 10,7 11,2
bazd
HP-SEC[%] Monomer > 92 98 98 98 97
Agregate <5 2 2 2 3
CGE redusi [%] > lanturilor grele si usoare > 90 97 97 97 96
CGE neredusa [%] Maxim principal > 85 92 93 93 93
Fragmente: raport de rezultate 6 6 6 6
Test de potenta|50 - 150 din materialul standard 78 99 102 97
(ADCC) [%]
Test de legare la CD19|50 - 150 din materialul standard 97 97 93 101
(FACS) [%]
Test de legare la CD16|50 - 150 din materialul standard 96 99 104 91
(SPR) [%]
Particule  subvizibile[> 10 pm: < 6000 particule/fiold 10 117 433 50
[particule/fiold] > 25 ym: < 600 particule/fiold 0 3 57 0
Particule  subvizibile|Raport de particule rezultate > 2 la < 10{3499 9861 9744 3777
(MF]) [particule/mL] |pm

5
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Discutia rezultatelor:
Continut si Activitate

Activitatea functionald a MOR208 a fost monitorizat cu trei teste de activitate diferite:
test de legare la CD19 (FACS), test de legare 1a CD16 (SPR) si un test de potentd pe baza de
ADCC. Cu combinatia acestor trei teste legarea antigenului, legarea efectoare relevanti precum si
modul de actiune major (ADCC) sunt acoperite.

Ambele teste de legare nu prezintd tendinte clare sau relevante in timp. Testul de potentd
pe bazd de ADCC prezinta unele cresteri in timp (ambele in conditii de termeni reali si accelerate)
dar deoarece testul preintd de asemenea o variabilitate mai ridicatd, tendinta nu este incd
considerati a fi semnificativd. In rezumat, toate testele de continut §i activitate sunt bune in
specificatie si nu au indicat nici o modificare critic in calitatea produsului timp de 36 de luni.
Puritate

in timpul celor 36 de luni de depozitare la temperatura intentionati de depozitare 5 + 3°C
nici unul din testele de puritate (adicdA HP-SEC, IEC, CGE cu reducere si cu nereducere) nu au
indicat modificri critice in puritatea produsului. In conditii accelerate la 25°C + 2°C HP-SEC
prezintd numai o modificare in valori la punctul de testare cel mai tarziu (valori de monomer
scazut/fragment crescut pentru un increment) dar aceasta nu este reflectatd de datele pe termen
lung si este prin urmare consideratd neglijabild. IEC nu prezintd nici o tendintd in conditii pe
termen lung dar o tendint clard de scidere a grupului maxim principal/crestere a grupului maxim
de baz4 in conditii accelerate.

In rezumat, toate testele de puritate sunt bune in specificatie si nu au indicat modificari
critice in calitatea produsului timp de 36 de luni.

Teste farmaceutice

In timpul celor 36 de luni de depozitare la temperatura de depozitare intentionatd 5 + 3°C
nici unul din testele farmaceutice nu a indicat o modificare critica in timp. In rezumat, toate testele
farmaceutice sunt bune in specificatie si nu au indicat modificdri critice in calitatea produsului
timp de 36 de luni.

LISTA DE SECVENTE

<110> MorfoSys AG

<120> Formuliri de anticorp anti-CD19
<130> MS247

<160> 11

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> constructie sinteticd

<400> 1

Ser Tyr Val Met His

1 5
<210> 2

211> 6

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
<400> 2

Asn Pro Tyr Asn Asp Gly
1 5
<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
<400> 3
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<210> 4

<211> 16

<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
<400> 4

21

Glf-Thé Tyr Tyr Tyr Gly Thr Arg Val Phe Asp Tyr
5

10

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Gln Asn Val Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr
15

1 5
<210> 5

211> 7

<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
<400> 5

10

Arg Met Ser Asn Leu Asn Ser

1 5
<210> 6

<211>9

<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
<400> 6

Met Gln His Leu Glu Tyr Pro Ile Thr

1 5
<210> 7
<211> 556
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CD19
Met Pro Pro Pro
1
Glu Val Arg Pro
20
Asn Ala Val Leu
35
Gln Leu Thr Trp
50
Ser Leu Gly Leu
65
Trp Leu Phe Ile

Cys Gln Pro Gly
100

Val Asn Val Glu

115
Leu Gly Gly Leu
130

Ser Ser Pro Ser

145

Lys Asp Arg Pro

Arg Asp Ser Leu
180

Gly Ser Thr Leu

195
Arg Gly Pro Leu
210

Leu Leu Ser Leu

225

Val Met Glu Thr

<400> 7

Arg
Glu
Gln
Ser
Pro
Phe
85

Pro
Gly
Gly
Gly
Glu
165
Asn
Trp
Ser

Glu

Gly
245

Leu Leu Phe Phe Leu Leu
10
Glu Pro Leu Val Val Lys
25
Cys Leu Lys Gly Thr Ser
40
Arg Glu Ser Pro Leu Lys
55
Gly Leu Gly Ile His Met
70 75
Asn Val Ser Gln Gln Met
90
Pro Ser Glu Lys Ala Trp
105
Ser Gly Glu Leu Phe Arg
120
Cys Gly Leu Lys Asn Arg
135
Lys Leu Met Ser Pro Lys
150 155
Ile Trp Glu Gly Glu Pro
170
Gln Ser Leu Ser Gln Asp
185
Leu Ser Cys Gly Val Pro
200
Trp Thr His Val His Pro
215
Leu Lys Asp Asp Arg Pro
230 235
Leu Leu Leu Pro Arg Ala
250

Phe
val
Asp
Pro

60
Arg
Gly
Gln
Trp
Ser
140
Leu
Pro
Leu
Pro
Lys
220
Ala

Thr

Leu
Glu
Gly

45
Phe
Pro
Gly
Pro
Asn
125
Ser
Tyr
Cys
Thr
Asp
205
Gly
Arg

Ala

Thr
Glu

30
Pro
Leu
Leu
Phe
Gly
110
val
Glu
val
Leu
Met
190
Ser
Pro

Asp

Gln

Pro

15
Gly
Thr
Lys
Ala
Tyr

95
Trp
Ser
Gly
Trp
Pro
175
Ala
Val
Lys
Met

Asp
255

Met
Asp
Gln
Leu
Ile
80
Leu
Thr
Asp
Pro
Ala
160
Pro
Pro
Ser
Ser
Trp

240
Ala
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Gly
Glu
Gly
Cys
305
Arg
Thr
Ser
Ala
val
385
Pro
Asp
Ser
Pro
Asp
465
Pro
Ser
Leu

Asp

Gly
545

Lys
Ile
Trp
290
Ser
Lys
Pro
Leu
Gly
370
Gln
Glu
Ser
Gln
Glu
450
Glu
His
Gln
Arg
Ser

530
Gly

<210> 8
<211> 330
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> constructie sinteticd
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu

1

Tyr
Thr
275
Lys
Leu
Arg
Pro
Pro
355
Leu
Ala
Glu
Glu
Asp
435
Asp
Glu
Gly
Ser
Ser
515
Tyr

Gly

Tyr
260
Ala
Val
Val
Lys
Pro
340
Thr
Gly
Asp
Glu
Phe
420
Gly
Glu
Leu
Ser
Tyr
500
Ile
Glu

Gly

MD/EP 3475303 T2 2021.09.30

Cys
Arg
Ser
Gly
Arg
325
Gly
Pro
Gly
Gly
Glu
405
Tyr
Ser
Asp
Thr
Ala
485
Glu
Arg

Asn

Arg

5

22

His Arg Gly Asn Leu Thr
265
Pro Val Leu Trp His Trp
280
Ala Val Thr Leu Ala Tyr
295
Ile Leu His Leu Gln Arg
310 315
Met Thr Asp Pro Thr Arg
330
Ser Gly Pro Gln Asn Gln
345
Thr Ser Gly Leu Gly Arg
360
Thr Ala Pro Ser Tyr Gly
375
Ala Leu Gly Ser Arg Ser
390 395
Gly Glu Gly Tyr Glu Glu
410
Glu Asn Asp Ser Asn Leu
425
Gly Tyr Glu Asn Pro Glu
440
Ser Phe Ser Asn Ala Glu
455
Gln Pro Val Ala Arg Thr
470 475
Trp Asp Pro Ser Arg Glu
490
Asp Met Arg Gly Ile Leu
505
Gly Gln Pro Gly Pro Asn
520
Met Asp Asn Pro Asp Gly
535
Met Gly Thr Trp Ser Thr
550 555

10

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys

20

25

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

35

40

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser

50

55

Met
Leu
Leu
300
Ala
Arg
Tyr
Ala
Asn
380
Pro
Pro
Gly
Asp
Ser
460
Met
Ala
Tyr
His
Pro

540
Arg

Ala

Leu

Gly

Ser
60

Ser
Leu
285
Ile
Leu
Phe
Gly
Gln
365
Pro
Pro
Asp
Gln
Glu
445
Tyr
Asp
Thr
Ala
Glu

525
Asp

Pro

Val

Ala

45

Gly

Phe
270
Arg
Phe
Val
Phe
Asn
350
Arg
Ser
Gly
Ser
Asp
430
Pro
Glu
Phe
Ser
Ala
510
Glu

Pro

Ser

Lys

30

Leu

Leu

His
Thr
Cys
Leu
Lys
335
val
Trp
Ser
val
Glu
415
Gln
Leu
Asn
Leu
Leu
495
Pro

Asp

Ala

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Leu
Gly
Leu
Arg
320
val
Leu
Ala
Asp
Gly
400
Glu
Leu
Gly
Glu
Ser
480
Gly
Gln

Ala

Trp

Lys

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val
305

Gln

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>9
<211> 107

<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> constructie sinteticd

<400> 13

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys
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val

Vval

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val
310

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Phe

Gly

Glu

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

280

Asp

His

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Ser

Ser

Thr

Asp

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Ser

75

Asn

His

vVal

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
330

325

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

val

Pro

110

Phe

Vval

Phe

Pro

Thr

190

val

Thr

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Llys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

val

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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Arg Thr Val Ala Ala Pro

Gln Leu Lys Ser Gly Thr
20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
35

Ser Gly Asn Ser Gln Glu

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala
85

Pro Val Thr Lys Ser Phe
100
<210> 10
<211> 121
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> constructie sintetici
<400> 10
Glu Val Gln Leu Val Glu
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys
20
Val Met His Trp Val Arg
35
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr
50
Gln Gly Arg Val Thr Ile
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu
85
Ala Arg Gly Thr Tyr Tyr
100
Gln Gly Thr Leu Val Thr
115
<210> 11
<211> 112
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> constructie sinteticd
<400> 11
Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu
35
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Ser Leu Glu Pro Glu
85
Leu Glu Tyr Pro Ile Thr
100

Ser

Ala

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser
Ala
Gln
Asn

55
Ser
Arg
Tyr

Val

Ser
Cys
Tyr
Arg

55
Gly

Asp

Phe

24

Val Phe Ile
10

Ser Val Val
25

Gln Trp Lys
40

Val Thr Glu

Leu Thr Leu

Glu Val Thr
90

Arg Gly Glu
105

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Gly
25
Ala Pro Gly
40
Asp Gly Thr

Ser Asp Lys

Ser Glu Asp
90
Gly Thr Arg
105
Ser Ser
120

Pro Ala Thr
10
Arg Ser Ser
25
Trp Phe Gln
40
Met Ser Asn

Ser Gly Thr

Phe Ala Val

90

Gly Ala Gly
105

Phe

Cys

val

Gln

Ser

75

His

Cys

Leu
Tyr
Lys
Lys
Ser

75
Thr

Val

Leu
Lys
Gln
Leu
Glu

75
Tyr

Thr

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

val
Thr
Gly
Tyr

60
Ile

Ala

Phe

Ser
Ser
Lys
Asn

60
Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Lys
Phe
Leu

45
Asn
Ser

Met

Asp

Leu
Leu
Pro

45
Ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Asn
30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro
Thr

30
Glu
Glu
Thr

Tyr

Tyr
110

Ser
Gln

30
Gly
Gly
Leu

Met

Glu
110

Asp
15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Gly

15
Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Trp

Pro

15
Asn
Gln
val
Thr
Gln

95
Ile

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Gly
Tyr
Ile
Phe
Tyr

80
Cys

Gly

Gly
val
Ser
Pro
Ile

80
His

Lys
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(57) Revendicari;

1. O formulare farmaceutica liofilizatd stabild, formularea cuprinzidnd un anticorp anti-
CD19 intr-o concentratie de la 20 mg/ml pand la 125 mg/ml, un tampon, polisorbat intr-o
concentratie de la 0,005% (m/v) pana la 0,06% (m/v), si pH de 6.0, in care formularea cuprinde in
plus

a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau

b) manitol intr-o concentratie de 1a 180 mM pana la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie
de 1a 10 mM panai la 50mM,

si In care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului greu de
secventd

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSG
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LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPD
I\:/LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
\R/VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
E(SQLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VF SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un domeniu constant al lantului

usor de secventa
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDS

KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9).

2. Formularea conform revendicirii 1, in care respectivul anticorp anti-CD19 din formulare
este de 40 mg/ml.

3. Formularea conform oricireia dintre revendicdrile 1 sau 2, in care respectivul tampon
este tampon citrat sau tampon fosfat.

4. Formularea conform revendicdrii 3, in care respectivul tampon citrat sau tampon fosfat
este intr-o concentratie Intre 20 si S0mM.

5. Formularea conform revendicdrii 4, in care respectivul tampon citrat sau tampon fosfat
este intr-o concentratic de 25mM.

6. Formularea conform oricdreia dintre revendicarile 1-5, in care respectiva trehaloza din
formulare este de 200 mM.

7. Formularea conform oricdreia dintre revendicdrile 1-5, in care respectivul manitol din
formulare este de 219 mM si respectiva zaharoza din formulare este de 29 mM.

8. Formularea conform oricéreia dintre revendicarile 1-7 in care respectivul polisorbat din
formulare este polisorbat 20.

9. Formularea conform oricdreia dintre revendicdrile 1-8, in care respectivul polisorbat din
formulare este de 0,02%.

10. Formularea conform oricéreia dintre revendicarile 1-9, in care respectivul anticorp anti-
CD19 cuprinde in plus o regiune HCDR1 de secventd SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune
HCDR2 de secventi NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3 de secventd
GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI de secventd RSSKSLONVNGNTYLY
(SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventd RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o rgiune LCDR3
de secventd MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

11. Formularea conform oricéreia dintre revendicarile 1-9, in care respectivul anticorp anti-
CD19 cuprinde in plus un lant greu variabil de secventi
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHW VRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS

GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 11).

12. Formularea conform oricireia dintre revendicirile 1-11, in care formularea este stabild
la 2-8°C pentru cel putin 6 luni, cel putin 12 luni, cel putin 18 luni, cel putin 24 luni sau cel putin
36 luni.
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13. Formularea conform oricéreia dintre revendicarile 1-5, 10, sau 11, in care respectivul
anticorp anti-CD19 este intr-o cantitate de 40 mg/mL, respectivul tampon citrat intr-o concentratie
de 25 mM, respectiva trehaloza intr-o concentratic de 200 mM, polisorbatul intr-o concentratie de
0,02% (m/v) si respectiva formulare are un pH de 6.0.

14. Formularea conform oricireia dintre revendicarile 1-5, 10, sau 11, in care respectivul
anticorp anti-CD19 este intr-o cantitate de 40 mg/mL, respectivul tampon citrat intr-o concentratie
de 25 mM, respectivul manitol intr-o concentratic de 219 mM si respectiva zaharoza intr-o
concentratie de 29mM, polisorbatul intr-o concentratie de 0,02% (m/v) si respectiva formulare are
un pH de 6,0.

15. Un recipient care pastreazi formularea farmaceutici liofilizatd stabila conform oricareia
dintre revendicdrile 1-14.

16. O solutic pentru administrare la un pacient, care este reconstituitd din formularea
farmaceutici liofilizati stabild conform revendicdrii 1 si care solutie cuprinde respectivul anticorp
anti-CD19 intr-o concentratic de la 20 mg/ml pand la 125 mg/ml, un tampon, polisorbat intr-o
concentratic de la 0,005% (m/v) pani la 0,06% (m/v), si are un pH de 6,0, in care formularca
cuprinde in plus

a) trehaloza intr-o concentratie de 1a 180 mM pani la 240 mM sau

b) manitol intr-o concentratie de 1a 180 mM pana la 240 mM si zaharoza intr-o concentratie
de la 10 mM pand la S50mM.

17. Solutia conform revendicdrii 16, in care solutia cuprinde respectivul anticorp anti-CD19
intr-o cantitate de 40 mg/mL, tampon citrat intr-o concentratic de 25 mM, trehalozd intr-o
concentratic de 200 mM, polisorbat Intr-o concentratie de 0,02% (m/v), si are un pH de 6,0.

18. Solutia conform revendicarii 16 sau 17, in care respectivul anticorp anti-CD19 cuprinde
un lant greu variabil de secventa
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHW VRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO: 10 si un lant usor variabil de secventi
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLANVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS

GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 11).

19. Solutia conform oricdreia dintre revendicarile 16 pand la 18 pentru utilizare in tratarca
unei boli sau tulburiri la un subiect, tratamentul cuprinzind administrarea unei cantititi eficiente
de solutie citre subiect, in care boala sau tulburarea este cancerul.

20. Solutia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 19, in care boala sau tulburarea
este limfom non-Hodgkin, leucemie limfocitard cronicd sau leucemie limfoblasticd acuta.

21. Solutia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 20, in care limfomul non-
Hodgkin este selectat din grupul constand din limfom folicular, limfom limfocitar mic, limfom al
tesutului limfoid asociat cu mucoasa, limfom al zonei marginale, limfom difuz cu celule B mari,
limfom Burkitt, si limfom cu celule manta.

22. Solutia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 20, in care limfomul non-
Hodgkin este limfom difuz cu celule B mari.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figura 1

Sgcvents de amivsatizl 8 HEDRET 3 MORDHE ester SYVMHIISERID NG 1)

Secvents de amincercit g HUDRY 3 MOR20 oste: NPYNDG {SEQIB NG &

Secveniade amitoacizi & HOORS a MOR208 aster GTYYYETRVFDY {SEQID RO 3}
Secvents de amincacizl 3 LODRYT 2 MOR208 eate; RESKALQRVRGNTYLY {REQID MO 4}
Seoventa de aninoacizi 8 LCEBR2 2 MOR202 exte: RMSHENS {SEQ IR0 5

Secvonts de andnpacizl a LCORY s MOR20H oster MGHLEYRIT {SEQ 3 NO: 6}

Secventa de aminnacizl a regiunil FU alanivisl gren al BRORIE esie;

ASTKOFIVEPLAFSRRA TGN TAM GGINKDYEPERN TYSWNBGAL TARVHTFPRAULQBEGLYSL
SRV TYRRERLE T T MIDNYN HIPANTR Y DR YR PRSC IR THTOFRUF APE LG RV RLFPRERER
BB R T PEV TV B SHE P EVQF I Y DEVEVHNAR THRREEQP NS TRRVVEVLTYVHRD
WENGKEVRCKYENEALPAPEER TS TKGOPREPGVYTL RPSSERMTNNOVSUTCUHERE YRS
VEWESNGOPERNYRTTPPMELSUGST LY SKLTVDUSHWRGUNVERUSVMHE AL HRHY TOREL
BLEPGH BEQID N B,

Secveniade amineacizl & roghuait Fo a lanfulvt ugor at MORZE8 eale

RTVAAPSVRFRPEDECQLHEG ARV ENMPYRREAKVOMINVER AL QSGNEGESYTEQDRRD
STYSLSATLTLRHADYERHIOYACEVTHONGL SERVTEIMBOEC (SEQID MDY

Secveats do aminescizt a dumeniulnl grew vanabd T MORZE este (CORurife suat holdutte 51
suhliniatel

BV VR SO0 VG GBS ARG Y TR T VMY ROAR G ORIV NP Y NDG TRYNEKS
R TS TAY RS S8 RSB T A Y ARG Y YO TRVE DY WOGGTLVIVES
EHBL I NG 10y

socvenia do aminaacizl g domeniuh usor varishi s MOR208 este (CDR-urile sunt baldtite s
subliniatel

CRSSKSLINUNGNTYLYWFGORFE QSR RMSRLESGYRE
FAVYYCMQUELEYPITRGAGTRURR (SRS 1IN 11
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Figura 2
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