2014—01-02 16 13 48 Dep 2020 DIR NUEVASCR
i1:'reach$1 PATENTEIYI Eve: 379 FASENACIONALII

Act. 851 DIVISIONAL Folios: &

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO UPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO?

L % 1lllﬂﬂﬂlﬂlllHllllmllmlll!ﬂlﬂlllilliﬂlllﬂlllllﬂ!lﬂ"\lll?lﬂﬂﬂllﬂ||iﬂ||lli|Iﬂ>IWIIt\\lllﬂlllﬂllhﬂllfMIﬂﬂll

Fecha: 2014-01 02 1613 48 Dep 2020 DIR NUEVASCR é‘-f..‘ v

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALIl i:

Act. 411 PRESENTACION  Folios: 5 L
éf"~‘

~Industria y Comercio:&
SUPERINTENDENCI/M

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO: “FORMULACIONES FARMACEUTICAS MUY

CONCENTRADAS QUE COMPRENDEN ANTICUERPO ANTI-
CD20”

S1. CLASIFICACION INTERNACIONAL A61K 9/00

71. SOLICITANTE _F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

DOMICILIO _BASILEA, SUIZA

74. REPRESENTANTE LEGAL ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. 53.215

0 ENE 201

22. BOGOTA, D.C.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

i

e —

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

15.  Identificacion del Tramite

] Conversion * X Division | ] Fusién
Patente de Invencion '
Patente de Modelo de Utilidad
Registro de Disefo Industrial

Esquema de Trazado dé Circuitos Integrados

2. Datos del Solicitante: - T :
: Persona Natural ] , Persona Juridica X
F. HOFEMANN-LA ROCHE AG. e =

Nombre o Denominacion / Nombre o Razén Social Completa

ALICIA LLOREDA RICAURTE
Nombre Representante Legal

Tipo de Empresa _ MIvCI'O O Pequefia []. Mediana [] Otra [X

1 Documento de Identificacior . (X CC O CE. ONT O Otro Numero.  39.690.713

| Nacionalidad / Pais de Constitucién | . - Direcciény Domicilio del Titular | Ciudad

Suiza Grenzacherstrasse 124, CH-4070 Basilea, Suiza . Basilea
: Direccion Electrénica I Fax. ‘, ~ Numero Telefénico
| notificacionespatentes@lloredacamacho.com | 6069701 - 3264270

& Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electronico

3. Datos del Apoderado:

LLOREDA RICAURTE ALICIA C.C. 39.690.713 53.215
Apellidos y Nombre Documento de Identificacion Tarjeta Profesional
Direccién y Domicilio Ciudad
Calle 72 No. 5-83 Piso 5° Bogota D.C.
Direccién Electrénica No. Fax Numero Telefénico
notificacionespatentes@lloredacamacho.com 6069701 3264270

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el nimero de su radicacion o protocolo de poder general
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6. Anexos
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Numero de documento que ordena la comision o fusion o division.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
RECIBO DE CA
. . CAJA | No. 13 - 132996
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA s " Bogota D.C., Diciembre 23 de 2013 - 13:30:45
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. SA. NI 830.022.145
' *** Soporte del Pago *** -
TIPQ PAGO BANCO CUENTA Nao PAGQ FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 433567411 23/12/2013 17.581.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT.__RENTISTICQO CONCEPTO Vr UNDITARIO ~ Vr CONCFEFPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 450.000.00 450.000.00

DE INVENCION CONT. DERE

$450.000.00

SON: **CUATROCIENTOS CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

' Responsable:/_\—\

Recibo de Caja Aplicade al Expedjénte No.

( SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

M AHRRRSNRARUA AT

No. 1 -00018-0000
Fecha: 2014-01-02 16:13:48  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 5
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EA L

, NUEVASCR
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-]-

¢ RECIBO DE CAJA No. 13 - 133000
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 23 de 2013 - 13:30:45

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGQ VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 433567411 23/12/2013 17.581.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr CONCFPTO
10 50005-01-01 SOLICITUDES 19\%7' &I(E)Ir\\l/lAr\ll_DACA 10 NE /l\gENTE UNITARIA 30.000.00 300.000.00

$300.000.00

SON: **TRESCIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Rembo de Caj Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO?

DR AR

Fecha: 2014-01-02 16:13:48  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: §
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Diclembre 23 de 2013 - 13:30:51




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

SUPERINTENDENCIA

/-
Industria y Comercio

Bogota D.C., Octubre 29 de 2013 - 08:37:51

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA SA

» NI 83.022.145
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGO EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 590199083 28/10/2013 13.328.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

6 50005-01-01 SOLICITUDES"

Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTO

1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA
ADICIONAL A LAS 10 INIC 30.000.00

180.000.00

$780.000.00__

SON: *CIENTO OCHENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de Cajé&pli ;

, Octubre 29 de 2013 - 08:37:57

Web: www.sic.gov.co

P Responsable: m

xpediente No.
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AR

Fecha: 2014-01-02 16:13:48  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Treac. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folics: &

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

AT

No. 12-0 --

Fecha: 2014-01-02 16:13:48  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 5

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240




ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

@\LML @Mk A

ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello

de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccion de la apostilla en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacién de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferidc a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO vylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma ingiés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) =

1. Pais: Suiza S v
Este documento publico 2 - G2
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster 2 : =

3. Actuando en calidad de notario publico

4. Lleva el sello del mencionado notario
Certificado

5. en Basel (Basilea) ' 6. el 18 de agosto 2004

7. por la Cancilleria de Estado del Canton de Basel-Stadt - _ e

]
8. bajo el No 8835/13376 =
9. Sello 10. Firma

Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de

estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004

o

-
;ﬂlam UWc geha=-
a ercedes Uricoechea ' |.

~ Traductora Juramentada
Resolucion 10607/81 Minjusticia



S NI SINONDS ST
“JYi9908 E «gggxﬁw
SWOOVIIWIN 3038, .| Ea.éﬁ ¥MN VAGD
2l Qo €-13sum | _fmmw 7

atxalue ST _ _
g_“!_g | mmmm_wmumnxm SNV




O S W

5% nbajo firmadés, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
ung sociedad organizada y existente de conformidad
cort las leyes de Suiza.

Ak

con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al

paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier

poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

ridolin

Hfl%e r of procuration

The undersigned, FR"HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

..'f

Given and signed this A7 "
F. Hoffmann-La Roc
[ ¥
i Denise Strebel
Mandatory

lausner

d zé/?a:f.?fs Z.
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& CERTIFICAf)O NOTARIAL (SOCIEDAD)

f“ \ | {ss

!.- ‘ e de 200%, comparecié

oY X"“‘ g;ilo(gs'?f eaice o bela quien gonozcoy
3 ﬁ%cons que firmoe” el anterlor documento,
y QLII degidamente juramentado declaro y dijo que
él es ‘1 o ader/mo Nnda \~or¥o] i

de F.H N-LA ROCHE AG, la compaiiia
nombrada | documento que antecede, una

ciudad
para un periodoYdfy duracion que ain no ha
terminado, que eje objeto social; conforme a
las leyes de Suiza; q declarante esta autorizado
por dicha Compaiia pa nferir este poder; que el
sello estampado por él al'ji€yde tal poder, en nombre
y en representacion de la e sada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que jeto para el cual se
confiere este instrumento es mprendido dentro
del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto
incorporacion firmados en Suiza,

Estatutos de
d de Basilea,

con fecha |4 JoniQo |49}y ce que de
conformidad con la legislacion de o Pals, la
anterior  declaraciéon juramentada i)ﬁprueba
suficiente de que los hechos sobre que ellfy\ersa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

\

Notary Public (Notario Publico).

Procuration/Mandatory

Basel,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

On this 17th day of August , 2004

personally, Fridolin Klausner and Denise Strebel
came b'oth Swiss citizens and Swiss residents,

to me known, and known to me to be the person who

| signed the foregoing instrument, who being by me

“duly sworn did depose and say that he is the Holder
of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of

‘mthe Switzerland, domiciled at the City of Basel,
#~“legally constituted for a period of tenure not yet

expired, which exercises its corporate purposes
according to the ‘laws of. Switzerland; that the
deponent is” authorized by said Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
-Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument ‘is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
June 1997

, and hereby certifies that under
the laws of said Country the foregoing
acknowledgment is sufficient proof that the facts
therein contained are true, which he attests.

this 17-08-2004 (
two thousand and

@/W/

r¢ /%&J

NP
% } Dr. Peter Kuster
s N J Advokat und Notar
& Peterskirchplatz 12
Postfach
CH-4001 Basel

ﬁteenth day of

of
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3. in his
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10, Signature: (‘;
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her Dinciinn as o MR .

4. wnd certificd by the seal of the ..., @'-n/L, .................

v of the Canton of Basel-Stadt ...
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, de un anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente
activo que contiene:

a. aprox. de 50 a 350 mg/ml de anticuerpo anti-CD20;

b. aprox. de 1 a 100 mM de un agente tampdn que
mantenga el pH en 5,5 £ 2,0;

c. aprox. de 1 a 500 mM de un estabilizador o una
mezcla de dos o méas estabilizadores;

d. aprox. del 0,01 al 0,1 % de un tensioactivo no
ibénico; y

e. opcionalmente una cantidad eficaz por lo menos de

una enzima hialuronidasa.

2. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacidn
1, que contiene aprox. de 1.000 a 16.000 U/ml de una enzima
hialuronidasa, con preferencia aprox. de 2.000 U/ml a 12.000

U/ml.

3. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 o 2, en la que el agente tampdn

tiene una concentracidén de 1 a 50 mM.

4. Una formulacidén farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 3, en la que el agente tampdn
proporciona un pH de 5,5 a 6,5, elegido con preferencia entre

el grupo formado por 5,5, 6,0, 6,1 y 6,5.
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5. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 4, en la que el agente tampdn es

un tampdén histidina.

6. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 5, en la que el estabilizador es

un sacarido, p.ej. la o,a-trehalosa dihidratada o la sucrosa.

7. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 6, en la que el estabilizador

tiene una concentracidén de 15 a 250 mM.

8. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacidn
6 o 7, en la que la metionina se emplea como segundo

estabilizador.

9. Una formulacidén farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 seguin la reivindicacidn
8, en la que la metionina estd presente en una concentracidn

de 5 a 25 mM.

10. Una formulacidén farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segln una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 9, en la que el tensioactivo no
iénico es un polisorbato elegido con preferencia entre el
grupo formado por el polisorbato 20, el polisorbato 80 y un

copolimero de polietileno-polipropileno.
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11. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacidn
10, en la que la concentracién del polisorbato se sitla entre

el 0,02 % (p/v) y el 0,08 % (p/v).

12. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 11, en la que la enzima

hialuronidasa es la rHuPH20.

13. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 12, en la que el anticuerpo anti-

CD20 es el rituximab.

14. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 12, en la que el anticuerpo anti-

CD20 es el ocrelizumab.

15. Una formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 12, en la que el anticuerpo anti-

CD20 es el HuMab<CD20>.

16. La formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 15, que es estable después de

congelar y descongelar.

17. La formulacidén farmacéutica estable, muy

concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de
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las reivindicaciones de 1 a 16, que estd destinada a 1la

administracidén subcutédnea o intramuscular.

18. La formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de

las reivindicaciones de 1 a 17 en forma liquida.

19. La formulacidn farmacéutica estable, muy
concentrada, del anticuerpo anti-CD20 segun una cualquiera de

las reivindicaciones de 1 a 18 en forma liofilizada.

20. El1 uso de la formulacidén segin una cualquiera de
las reivindicaciones de 1 a 19 para la fabricacién de un
medicamento Util para tratar una enfermedad o trastorno que
pueda corregirse mediante el tratamiento con un anticuerpo
anti-CD20, con preferencia un cancer o una enfermedad no
maligna, en un sujeto, gue consiste en administra la
formulacidén aqui descrita a dicho sujeto en una cantidad

eficaz para tratar dicha enfermedad o trastorno.

21. El1 uso segun la reivindicacidén 20, en el qgque la
formulacidén se co-administra de modo concomitante o sucesivo

con un agente quimioterapéutico.

22. E1 uso segun la reivindicacidén 20 6 21, en el que
se administra a un sujeto que lo necesite una dosis fija,

comprendida entre 1200 mg y 2200 mg del anticuerpo anti-CD20.

23. El uso segun la reivindicacidén 20 & 21, en el que
se administra a un sujeto que lo necesite una dosis fija,

comprendida entre 1200 mg y 1800 mg del anticuerpo anti-CD20.
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24. El1 uso segun la reivindicacidén 20 6 21, en el que
se administra a un sujeto que lo necesite una dosis fija,

comprendida entre 1600 mg y 2200 mg del anticuerpo anti-CD20.

25. Un método para tratar una enfermedad o trastorno,
que se corrige por tratamiento con un anticuerpo anti-CD20,
por ejemplo un cancer o una enfermedad no maligna, en un
sujeto, que consiste en administrar una formulacidn segin una
cualquiera de las formulaciones de 1 a 24 a dicho sujeto en

una cantidad eficaz para tratar dicha enfermedad o trastorno.

26. E1 método segun la reivindicacidén 25, en el que la
formulacidén se co-administra de modo concomitante o sucesivo

con un agente quimioterapéutico.
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FORMULACIONES FARMACEUTICAS MUY CONCENTRADAS QUE COMPRENDEN

ANTICUERPO ANTI-CD20

RESUMEN OBJETO Y FINALDAD DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a una formulacidn far-
macéutica estable, muy concentrada, de un anticuerpo anti-
CD20 farmacéuticamente activo, p.ej. el rituximab, el ocre-
lizumab o el HuMab<CD20>, o una mezcla de tales moléculas de
anticuerpo, para la inyeccidn subcutdnea. En particular, la
presente invencidén se refiere a formulaciones que, ademéas de
una cantidad apropiada del anticuerpo anti-CD20, contienen
una cantidad eficaz por lo menos de una enzima hialuronidasa
como formulacidén combinada o para el uso en forma de co-
formulacidén. Dichas formulaciones contienen ademds por 1lo
menos un agente tampdn, p.ej. un tampdn histidina, un estabi-
lizador o una mezcla de dos o mas estabilizadores (p.ej. un
sacarido, p.ej. la o,a-trehalosa dihidratada o la sucrosa) y
opcionalmente la metionina como segundo estabilizador, un
tensioactivo no idénico y una cantidad eficaz por lo menos de
una enzima hialuronidasa. Se proporcionan también métodos
para fabricar dichas formulaciones y usos de las mismas.

SECTOR: Preparaciones medicinales caracterizadas por
presentar una forma fisica especial y por contener un concen-

tracidén particularmente alta de un anticuerpo anti-CD20.
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La presente invencidén se refiere a formulaciones farma-
céuticas estables muy concentradas de un anticuerpo anti-CD20
farmacéuticamente activo o una mezcla de tales moléculas de
anticuerpo para la inyeccidn subcutéanea. Tales formulaciones,
ademas de cantidades muy altas de anticuerpo anti-CD20 o mez-
clas del mismo, contienen un agente tampdn, un estabilizador
o una mezcla de dos o mas agentes estabilizadores, un ten-
sioactivo no idnico y una cantidad eficaz por lo menos de una
enzima hialuronidasa. La invencidén se refiere también a un
proceso para la fabricacidén de dicha formulacidn y a los usos
de tal formulacién.

Antecedentes de la invencidn

El uso farmacéutico de anticuerpos ha ido en aumento en
los Gltimos afios. En muchos casos, tales anticuerpos se inyec-
tan o se infusionan por via intravenosa (i.v.). Por desgracia,
la cantidad de anticuerpo que puede administrarse por via in-
travenosa estd limitada por las propiedades fisico-gquimicas
del anticuerpo, en particular por su solubilidad y estabilidad
en una formulacidén liquido apropiada y por el volumen del
fluido de infusidén. Las vias alternativas de infusidén son la
inyeccibén subcutdnea o la intramuscular. Estas vias de inyec-
cidén requieren una concentracidédn alta de proteina en la solu-
cién final que va a inyectarse [Shire, S.J., Shahrokh, Z. vy
col., “Challenges in the development of high protein concen-
tration formulations”, J. Pharm. Sci. 93(6), 1390-1402, 2004;
Roskos, L.K., Davis C.G. y col., “The clinical pharmacology of

therapeutic antibodies”, Drug Development Research 61(3), 108-

120, 2004]. Con el fin de aumentar el volumen y, de este modo,

{501117.DOC v.1}
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la dosis terapéutica, que puede administrarse de forma segura
y confortable por wvia subcutédnea, se ha propuesto el uso de
la(s) enzimas(s) glucosaminoglucanasa(s) con el fin de aumen-
tar el espacio intersticial en el que puede inyectarse la for-
mulacidén de anticuerpo [WO 2006/0918717].

Los ejemplos de formulaciones estables de anticuerpos
farmacéuticamente activos para uso terapéutico que se hallan
actualmente en el mercado son los siguientes:

El RITUXAN®/MABTHERA® (rutuximab) es un anticuerpo qui-
mérico que se fija sobre el antigeno CD20 de las células B. La
formulacidén comercial es un concentrado liquido estéril,
transparente, incoloro, exento de conservantes, para la admi-
nistracién intravenosa (i.v.). El rituximab se suministra en
una concentracién de 10 mg/ml (10 ml) en viales desechables de
100 mg o de 500 mg (50 ml). El producto se formula en cloruro
sbédico 9 mg/ml, citrato sédico dihidratado 7,35 mg/ml, Poli-
sorbato 80 0,7 mg/ml y agua para inyectables. El pH se ajusta
a 6,5. Una formulacidén liquida alternativa del rituximab, idd-
nea para la administracién i.v., se ha descrito en la patente
Us-6,991,790.

La HERCEPTINA™ (trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el receptor HER2 (anti-HER2), que se comercia-
liza actualmente en Europa en forma de 150 mg de polvo liofi-
lizado (que contiene el anticuerpo, o,ca-trehalosa dihidratada,
L-histidina y L-histidina clorhidrato y polisorbato 20), que
tiene que reconstituirse para las infusiones con agua para
inyectables, que proporcionard una dosis inyectable de aproxi-

madamente en 21 mg/ml. En Estados Unidos y muchos paises més
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se comercializa un vial de dosificacidédn multiple que contiene
440 mg del trastuzumab.

La AVASTINA™ (bevacizumab) es un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el factor de crecimiento endotelial wvascular
(VEGF), que se comercializa actualmente en Europa en forma de
formulacidédn ligquida en dos tipos de viales: a) 100 mg del be-
vacizumab en 4 ml y b) 400 mg de bevacizumab en 16 ml, respec-
tivamente, proporcionando una concentracién final de 25 mg/ml
en agua para inyectables que contiene los excipientes siguien-
tes: trehalosa dihidratada, fosfato sédico y polisorbato 20.

Las anteriores formulaciones de anticuerpos son indica-
das para la administracidén intravenosa, pero existe el deseo
de proporcionar formulaciones farmacéuticas estables muy con-
centradas de anticuerpos terapéuticamente activos para la in-
yeccidn subcutédnea. La ventaja de inyecciones subcutdneas es
que permite al médico practicante realizarlas en el paciente
con una intervencidén bastante corta. Ademds, el paciente puede
practicar para realizar la inyeccidn subcutédnea por si solo.
Normalmente las inyecciones por via subcutdnea se limitan a
aproximadamente 2 ml. Para los pacientes qgque necesitan dosis
mayores, podrdn inyectarse varias formulaciones de dosis uni-
taria en multiples sitios de la superficie corporal.

Ya se han lanzado al mercado los dos productos de anti-
cuerpos que siguen, destinados a la administracidn subcutéanea.

El HUMIRA™ (adalimumab) es un anticuerpo monoclonal di-
rigido contra el factor alfa de necrosis tumoral (TNF alfa),
que actualmente se estd comercializando en Europa en forma de

dosis de 40 mg en un volumen de inyeccidédn de 0,8 ml para la
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aplicacién subcutéanea (concentracidén: 50 mg de anticuerpo/ml
volumen de inyeccidn).

E1l XOLAIR™ (omalizumab) es un anticuerpo monoclonal di-
rigido contra la inmunoglobulina E (anti-IgE), que actualmente
se esta comercializando en forma de 150 mg de polvo liofiliza-
do (que contiene el anticuerpo, sucrosa, histidina y histidina
clorhidrato monohidratado y polisorbato 20), que tienen que
reconstituirse con agua para la inyeccidn subcutédnea, forman-
dose una dosis inyectable de 125 mg/ml.

Actualmente no se dispone en el mercado de formulaciones
farmacéuticas de anticuerpos anti-CD20, estables, muy concen-
tradas, que sean apropiadas para la administracidén subcuténea.
Existe, pues, el deseo de proporcionar tales formulaciones
farmacéuticas estables muy concentradas de anticuerpos tera-
péuticamente activos para la inyeccidn subcutéanea.

La inyeccidn parenteral de farmacos en la hipodermis se
limita en general a volumenes inferiores a 2 ml, debido a su
resistencia wviscoelédstica a la conductancia hidrdulica por el
tejido subcutaneo (SC) y la presidén de retroceso generada des-
pués de la inyeccidn [Aukland, K. y Reed, R., “Interstitial-
Lymphatic Mechanisms in the control of Extracellular Fluid
Volume”, en: Physiology Reviews 73, 1-78, 1993] asi como a la
percepcidn de dolor.

La fabricacidén de formulaciones muy concentradas de pro-
teinas es un gran reto y se requiere adaptar cada formulaciédn
a las proteinas concretas que van a utilizarse, debido a que
cada proteina tiene un comportamiento diferente de agregacién.

Se sospecha que los agregados provocan inmunogenicidad de las
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proteinas terapéuticas por lo menos en algunos de los casos.
La reaccidn inmunogénica contra los agregados de proteinas o
de anticuerpos puede conducir a la neutralizacidén de los anti-
cuerpos, lo cual los convertiria en proteinas o anticuerpos
terapéuticamente ineficaces. Parece que la inmunogenicidad de
los agregados proteicos es muy problemdtica en relacidn con
las inyecciones subcutédneas, en cuyo caso la administracidn
repetida aumenta el riesgo de respuesta inmune.

Los anticuerpos tienen una estructura general muy simi-
lar, pero tales anticuerpos difieren en la composicidén de ami-
noadcidos (en particular en las regiones CDR, que intervienen
en la unidén con el antigeno) y en los modelos de glucosila-
cidén. Ademads pueden existir también modificaciones posteriores
a la traduccidn, por ejemplo variantes de carga y de glucosi-
laciédn.

Resumen de la invencidn

La presente invencidn proporciona una formulacidén farma-
céutica estable, muy concentrada, de un anticuerpo anti-CD20
farmacéuticamente activo o una mezcla de tales moléculas de
anticuerpo, con preferencia para la inyeccidén subcutanea.

M&s en concreto, la formulacidédn farmacéutica estable,
muy concentrada de un anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente
activo es una formulacidn de la presente invencidn que contie-
ne:

- aprox. de 20 a 350 mg/ml de anticuerpo anti-CD20;

- aprox. de 1 a 100 mM de un agente tampdn gque propor-

cione un pH de 5,5 %t 2,0;
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- aprox. de 1 a 500 mM de un estabilizador o una mezcla
de dos o mas estabilizadores, en la que opcionalmente la me-
tionina se emplea como estabilizador secundario, con preferen-
cia en una concentracidén de 5 a 25 mM;

- del 0,01 al 0,1 % de un tensioactivo no idnico; y

- con preferencia una cantidad eficaz por lo menos de
una enzima hialuronidasa.

Descripcidén detallada de la invencidn

El término “anticuerpo” se emplea aqui en el sentido més
amplio y abarca especificamente los anticuerpos de longitud
completa, los anticuerpos de ingenieria genética, por ejemplo
los anticuerpos monoclonales o los anticuerpos recombinantes,
los anticuerpos policlonales, los anticuerpos multiespecificos
(p.ej. los anticuerpos biespecificos) formados por lo menos a
partir de dos anticuerpos de longitud completa, los anticuer-
pos quiméricos, los anticuerpos humanizados, los anticuerpos
totalmente humanos, y asi como los fragmentos de tales anti-
cuerpos, en el supuesto de que posean la actividad bioldgica
deseada.

El término “anticuerpo monoclonal” se emplea aqui para
indicar un anticuerpo obtenido a partir de una poblacidédn de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anti-
cuerpos individuales que forman parte de la poblacidédn son
idénticos y/o se fijan sobre el mismo epitope, excepto las
posibles variantes que puedan surgir durante la produccidén del
anticuerpo monoclonal, que por lo general son variantes que
estdn presentes en cantidades menores. A diferencia de las

preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen normal-
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mente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes de-
terminantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un solo determinante del antigeno. Ademas de su especi-
ficidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos porque no
estdn contaminados con otras inmunoglobulinas. El1 modificador
“monoclonal” indica el caréacter del anticuerpo que se ha obte-
nido a partir de una poblacidén de anticuerpos sustancialmente
homogénea y no se tiene que construir de modo gque requiera la
produccidén del anticuerpo por un método particular. Por ejem-
plo, los anticuerpos monoclonales que pueden utilizarse con
arreglo a la presente invencidn pueden obtenerse por el método
del hibridoma descrito en primer lugar por Kohler y col., Na-
ture 256, 495, 1975, o puede obtenerse por métodos de DNA re-
combinante (véase, p.ej., la patente US n°® 4,816,567). Los
“anticuerpos monoclonales” pueden aislarse también de las bi-
bliotecas de anticuerpos fagos aplicando las técnicas descri-
tas por Clarkson y col., Nature 352, 624-628, 1991 y Marks y
col., J. Mol. Biol. 222, 581-597, 1991. Los términos “anti-
cuerpo monoclonal” o “composicidén de anticuerpo monoclonal” se
emplean aqui para indicar una preparacién de moléculas de an-
ticuerpo de una sola composicidén de aminodcidos. Por consi-
guiente, el término “anticuerpo monoclonal humano” indica an-
ticuerpos que poseen una sola especificidad de unidn, que tie-
nen regiones variables y constantes, derivadas de las secuen-
cias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En una forma
de ejecucidn, los anticuerpos monoclonales humanos se producen
con una hibridoma que incluye una célula B obtenida de un ani-

mal transgénico no humano, p.ej. un ratdn transgénico, que
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tiene un genoma que contiene un transgén de cadena larga huma-
na y un transgén de cadena corta humana, fusionados en una
célula inmortalizada. El1 término “anticuerpos monoclonales”
incluye aquil especificamente a los llamados anticuerpos quimé-
ricos, en los que una porcidén de la cadena larga y/o corta es
idéntica con u hombéloga con las secuencias correspondientes de
anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes
a un grupo o subgrupo concreto de anticuerpos, mientras que el
resto de la cadena o cadenas es idéntico con u homdélogo con
las secuencias correspondientes de los anticuerpos derivados
de otras especies o pertenecientes a otro grupo o subgrupo de
anticuerpos, asi como los fragmentos de tales anticuerpos, en
el supuesto de que posean la actividad bioldgica deseada (pa-
tente US n° 4,816,567; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81, 6851-6855, 1984). Los anticuerpos quiméricos de
interés incluyen los anticuerpos “primatizados” que contienen
secuencias que se unen al dominio variable del antigeno, deri-
vadas de un primate no humano (p.ej. el mono del Viejo Mundo,
el simio, etc.) y secuencias de regidn constante humanas.

Los “fragmentos de anticuerpo” contienen una porcidn de
un anticuerpo de longitud completa, normalmente por lo menos
la porcidén de fijacidn sobre el antigeno o la regidn variable
de los mismos. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo inclu-
yen a los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv; los diacuerpos,
moléculas de anticuerpo de cadena simple, inmunotoxinas y los
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticuerpo. Ademas, los fragmentos de anticuerpo contienen

polipéptidos de cadena simple que tienen las caracteristicas
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de la cadena VH, a saber, son capaces de agregarse a un cadena
VH, a saber, son capaces de unirse a una cadena VL que se fija
sobre un antigeno. Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden
ademas a los fragmentos que de por si no son capaces de pro-
porcionar funciones efectoras (ADCC/CDC) pero que proporcionan
esta funcidén de manera acorde con la invencidén después de ha-
berse combinado con el o los dominios constantes apropiados de
anticuerpo.

Un “anticuerpo de longitud completa” es uno que contiene
una regidén variable de fijacidn sobre el antigeno asi como un
dominio constante de cadena corta (CL) y dominios constantes
de cadena larga CH1l, CH2 y CH3. Los dominios constantes pueden
ser dominios constantes de secuencia nativa (p.ej. dominios
constantes de secuencia nativa humana) o varias de secuencias
de aminodcidos de los mismos. Con preferencia, el anticuerpo
de longitud completa tiene una o mas funciones efectoras.

Un anticuerpo “variante de secuencia de aminoadcidos” es
un anticuerpo que tiene una secuencia de aminodcidos que di-
fiere de la de una especie principal de anticuerpo. Normalmen-
te, las variantes de secuencias de aminoacidos tendran por 1lo
menos aprox. una homologia del 70% con la especie principal
del anticuerpo, y con preferencia, tendrdn por lo menos aprox.
una homologia del 80%, con mayor preferencia por 1o menos
aprox. una homologia del 90% con la especie principal del an-
ticuerpo. Las variantes de las secuencias de aminodcidos pre-
sentan sustituciones, deleciones y/o adiciones en ciertas po-
siciones dentro de la secuencia de aminodcidos de la especie

principal del anticuerpo o adyacentes a la misma. Los ejemplos
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de variantes de secuencias de aminocdcidos presentes incluyen
la variante acida (p.ej. variantes de anticuerpo desaminado),
la variante basica, el anticuerpo con una extensidén lider en
el extremo amino (p.ej. VHS) en una o en las dos cadenas cor-
tas de la misma, el anticuerpo que tiene un resto lisina en el
extremo C de una o de las dos cadenas largas del mismo, etc.,
e incluye las combinaciones de las variaciones de las secuen-
cias de aminodcidos de las cadenas largas y/o cortas. La va-
riante de anticuerpo de interés especial gque nos ocupa es el
anticuerpo que contiene una extensidén lider en el extremo
amino de una o de dos cadenas del mismo, y opcionalmente con-
tiene ademéds otra secuencia de aminodcidos y/o diferencias de
glucosilacidén con respecto a la especie principal de anticuer-
po.

Un anticuerpo “variante de glucosilacidén” es en este ca-
so un anticuerpo que tiene uno o mas restos hidrato de carbono
unidos al mismo, que difieren de uno o mas restos hidrato de
carbono unidos a la especie principal de anticuerpo. Los ejem-
plos de variantes de glucosilacidédn de esta invencidn incluye
al anticuerpo que tiene una estructura de oligosacarido Gl o
G2, en lugar de una estructura de oligosacarido GO, unida a la
regién Fc del mismo, al anticuerpo con uno o dos restos hidra-
to de carbono unidos a una o dos cadenas cortas del mismo, al
anticuerpo que no lleva hidratos de carbono unidos a una o dos
cadenas largas del anticuerpo, etc., y combinaciones de las
alteraciones de glucosilacién. E1 término “wvariante de gluco-

silacién” incluye también a los anticuerpos de glucoingenie-

{501117.DOC v.1}



10

15

20

25

_ll_
ria, por ejemplo los descritos en los documentos WO 1,331,266
y USP 7,517,670.

Las “funciones efectoras” de anticuerpo indican las ac-
tividades bioldgicas atribuibles a la regidén Fc (una regidn Fc
de secuencia nativa o regidén Fc variante de secuencia de ami-
noadcidos) de un anticuerpo. Los ejemplos de funciones efecto-
ras de anticuerpo incluyen la fijacidn sobre Clg; citotoxici-
dad dependiente de complemento (CDC); la unidn al receptor de
Fc; la citotoxicidad de mediacidén celular dependiente de anti-
cuerpo (ADCC); la fagocitosis; la regulacidn decreciente de
receptores de superficie celular (p.ej. el receptor de células
B; BCR), etc.

En funcidén de la secuencia de aminodcidos del dominio
constante de sus cadenas largas, los anticuerpos de longitud
completa pueden asignarse a diferentes “grupos”. Hay cinco
grupos principales de anticuerpos de longitud completa: IgAa,
IgDh, IgE, IgG e IgM, y varios de ellos pueden dividirse a su
vez en “subgrupos” (isotipos), p.ej., IgGl, IgG2, IgG3, IgG4,
IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena larga que co-
rresponden a los diferentes grupos de anticuerpos se denominan
o [alfa], O [delta], e [epsilon], vy [gamma] y u [mu], respec-
tivamente. Se conocen perfectamente las estructuras de subuni-
dad y las configuraciones tridimensionales de los diferentes
grupos de inmunoglobulinas.

En esta descripcién, “actividad biolégica” de un anti-
cuerpo monoclonal indica la capacidad del anticuerpo de unirse
a un antigeno, produciendo una respuesta bioldégica que puede

medirse “in vitro” e “in vivo”. Dicha actividad puede ser an-
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tagonista (por ejemplo, cuando el anticuerpo es un anticuerpo
anti-CD20) o agonista.

El término “anticuerpo humanizado” indica los anticuer-
POs en cuya estructura o “regiones determinantes de complemen-
tariedad” (CDR) se han modificado para que contengan la CDR de
una inmunoglobulina de diferente especificidad, si se compara
con la de la inmunoglobulina original. En una forma preferida
de ejecucidn, una CDR murina se injerta a la regidn estructu-
ral de un anticuerpo humano para preparar un “anticuerpo huma-
nizado”. Las CDR especialmente preferidas corresponden a las
que representan secuencias que reconocen a los antigenos men-
cionados anteriormente para los anticuerpos quiméricos y bi-
funcionales. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor), cuyos res-
tos de la regidn hipervariable del receptor se han reemplazado
por restos de la regidn hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo dador), por ejemplo de ratdn, rata, conejo o un
primate no humano que tenga la especificidad, la afinidad y la
capacidad deseadas. En algunos casos, los restos de la regidn
estructural (FR) de la inmunoglobulina humana se han reempla-
zado por los correspondientes restos no humanos. Ademas, los
anticuerpos humanizados pueden contener restos gue no se en-
cuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo dador.
Estas modificaciones se realizan para seguir refinando las
prestaciones del anticuerpo. En general, el anticuerpo humani-
zado contendréd sustancialmente todos los dominios wvariables,
pero por lo menos uno y tipicamente dos, en los que todos o

sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a
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los de la inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente
todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina huma-
na. El1 anticuerpo humanizado contendrd opcionalmente por 1lo
menos una porcidén de una regidn constante de inmunoglobulina
(Fc), por ejemplo la de una inmunoglobulina humana (véase,
p.ej., Riechmann, L. y col., Nature 332, 323-327, 1988; y Neu-
berger, M.S. y col., Nature 314, 268-270, 1985).

El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo
monoclonal que contiene una regidn variable, es decir, una
regién de fijacidn, de una fuente o especie y por lo menos
una porciédn de una regidén constante derivada de una fuente o
especie diferente, que se obtiene habitualmente por técnicas
de DNA recombinante. Son especialmente preferidos los anti-
cuerpos quiméricos que tienen una regidén variable murina vy
una regidén constante humana. Tales anticuerpos quiméricos
murino/humanos son el producto de genes de inmunoglobulina
expresada que contienen segmentos de DNA gque codifican a las
regiones variables de inmunoglobulina murina y segmentos de
DNA que codifican a las regiones constantes de inmunoglobu-
lina humana. Otras formas de “anticuerpos quiméricos” abarca-
dos por la presente invencidén son aquellas, en las que la
clase o subclase se ha modificado o cambiado con respecto a
la del anticuerpo original. Tales anticuerpos “quiméricos” se
denominan también “anticuerpos de clase modificada”. Los mé-
todos para la obtencidén de anticuerpos gquiméricos incluyen
las técnicas convencionales de DNA recombinante y las técni-
cas de transfeccidén genética, ahora ya bien conocidas en la

técnica (véase, p.ej. Morrison, S.L. y col., Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, 1984; US-5,202,238 y US-
5,204,244) .

El término “anticuerpo humano”, tal como se emplea aqui
incluye a los anticuerpos que tienen regiones variables vy
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de 1li-
nea germinal humana. Los anticuerpos humanos son bien cono-
cidos en el estado de la técnica (van Dijk, M.A. y wvan de
Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5, 368-374, 2001). En
base a esta tecnologia se pueden producir anticuerpos humanos
contra una gran variedad de dianas. Se describen ejemplos de
anticuerpos humanos por ejemplo en Kellermann, S.A. y col.,
Curr. Opin. Biotechnol. 13, 593-597, 2002.

El término “anticuerpo humano recombinante” se emplea
aqui para incluir a todos los anticuerpos humanos que se pre-
paran, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, por
ejemplo los anticuerpos aislados en una célula hospedante, por
ejemplo una célula NSO o CHO o de un animal (p.ej. un ratdn),
que es transgénico de los genes de la inmunoglobulina humana o
anticuerpos expresados empleando vectores de expresidn recom-
binantes transfectados en una célula hospedante. Los anticuer-
pos humanos recombinantes tienen regiones variables y constan-
tes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germi-
nal humana en forma reordenada. Los anticuerpos humanos recom-
binantes seguln la invencién se han sometido a una hipermuta-
cidén somética “in vivo”. Por tanto, las secuencias de aminoa-
cidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes

son secuencias que se derivan de y guardan relacidédn con las

secuencias VH y VL de linea germinal humana, pero no pueden
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existir de forma natural dentro del repertorio de linea germi-
nal de anticuerpos humanos “in vivo”.

A\Y

Tal como se emplea aqui, “se une especificamente” o “se
une especificamente a” indica un anticuerpo que sSe une especi-
ficamente al antigeno CD20. Con preferencia, la afinidad de
fijacién tiene un valor KD de 107° moles/l o mas bajo (p.ej.
107*° moles/l), con preferencia un valor KD de 107'° moles/l o
inferior (p.ej. 107'? moles/l). La afinidad de unién se deter-
mina por un ensayo estandar de fijacidn, por ejemplo la técni-
ca de resonancia de plasmdén de superficie (BIACOREe®).

El término “molécula de &cido nucleico”, tal como se
emplea aqui, incluye a las moléculas de DNA y de RNA. Una
molécula de &cido nucleico puede tener una hebra simple o una
doble hebra, pero con preferencia serd un DNA de doble hebra.

Los “dominios constantes” no intervienen directamente
en la fijacidén del anticuerpo sobre un antigeno, pero inter-
vienen en las funciones del efector (ADCC, fijacidén de com-
plemento y CDC).

La “regidén variable” (regidbn variable de wuna cadena
corta (VL), regidén variable de una cadena larga (VH)) tal
como se emplea aqui indica cualquier par de cadenas corta y
larga que intervienen directamente en la fijacidén del anti-
cuerpo sobre el antigeno. Los dominios de cadenas cortas vy
largas humanas variables tienen la misma estructura general y
cada dominio contiene cuatro regiones estructurales (FR) cu-
yas secuencias estdn ampliamente conservadas, conectadas por
tres “regiones hipervariables” (o regiones determinantes de

complementariedad, CDR). Las regiones estructurales adoptan
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una conformacidén de hoja b y las CDR pueden formar bucles que
conectan con la estructura de hoja b. Las CDR de cada cadena
se mantienen en su estructura tridimensional por regiones
estructurales y, Jjunto con las CDR de la otra cadena, forman
un sitio de fijacidén de antigeno. Las regiones de cadena lar-
ga y corta CDR3 del anticuerpo desempefian un papel especial-
mente importante en la especificidad de fijacidén/ afinidad de
los anticuerpos segun la invencidén y por ello constituyen
otro objeto de la invencidn.

Los términos “regidn hipervariable” o “porcidén de un
anticuerpo que se fija sobre el antigeno” se emplean aqui
para indicar los restos de aminodcido de un anticuerpo que
son los que producen la fijacidén sobre el antigeno. La regidn
hipervariable consta de restos aminodcido de las “regiones
determinantes de complementariedad” o “CDR”. Las regiones de
“estructura” o “FR” son aquellas regiones de dominio variable
distintas de los restos de regidén hipervariable ya definidas
antes. Por consiguiente, las cadenas cortas y largas de un
anticuerpo contienen, entre los extremos N y C, los dominios
FR1, CDR1, FR2, CDR2Z2, FR3, CDR3 y FR4. En especial, la CDR3
de la cadena larga es la regidén que mas contribuye a la fija-
cidén sobre el antigeno. Las regiones CDR y FR se determinan
segun la definicidén estédndar de Kabat y col., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5% ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)
y/o0 los restos de un “bucle hipervariable”.

Los términos “CD20” y “antigeno CD20” se emplean indis-

tintamente e incluyen todas las variantes, isoformas y espe-
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cies homdélogas y de la CD20 humana, que se expresan de modo
natural por parte las células o se expresan en células trans-
fectadas con el gen CD20. La fijacidén de un anticuerpo de 1la
invencién sobre el antigeno CD20 media en la muerte de las
células que expresan al CD20 (p.ej., una célula tumoral), ya
que inactivan al CD20. La muerte de las células gue expresan
al CD20 puede ocurrir por uno o mas de los mecanismos si-
guientes: la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC), la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), la
induccidén de la muerte celular y/o apdptosis, la agregacidn
homotipica, etc.

Los sindénimos de CD20, ya reconocidos en la técnica,
incluyen al antigeno CD20 de linfocito B, antigeno Bl de su-
perficie de linfocito B, Leu-16 y Bp35.

El término “anticuerpo anti-CD20” segun la invencidn es
un anticuerpo que se fija especificamente sobre el antigeno
CD20. En funcidn de las propiedades de fijacidén y de las ac-
tividades bioldgicas de los anticuerpos anti-CD20 con respec-
to al antigeno CD20, cabe distinguir dos tipos de anticuerpos
anti-CD20 (anticuerpos anti-CD20 de tipo I y tipo II) seglun
Cragg, M.S. y col., Blood 103, 2738-2743, 2004; y Cragg, M.S.
y col., Blood 101, 1045-1052, 2003, ver tabla 1.

Tabla 1

Propiedades de los anticuerpos anti-CD20 de tipo I y de

tipo IT

anticuerpos anti-CD20 de tipo | anticuerpos anti-CD20 de tipo Il

epitope CD20 de tipo | epitope CD20 de tipo 1l
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localizan la CD20 en balsas lipidas no localizan la CD20 en balsas lipidas

mayor CDC (si es isotipo 1gG1) menor CDC (si es isotipo 1gG1)

actividad de ADCC (si es isotipo 1gG1) | actividad de ADCC (si es isotipo 1gG1)

plena capacidad de fijacion capacidad reducida de fijacion

agregacion homotipica agregacion homotipica mas fuerte
induccion de apoptosis después de fuerte induccion de muerte celular sin union
union cruzada cruzada

Una propiedad esencial de los anticuerpos anti-CD20 de
tipo I y de tipo II es su modo de fijacidédn. Por consiguiente,
los anticuerpos anti-CD20 de tipo I y de tipo II pueden cla-
sificarse por la proporcidén de sus capacidad de fijacidn so-
bre la CD20 en células Raji (ATCC n°® CCL-86) de dichos anti-
cuerpos anti-CD20 comparadas con las del rituximab.

Tal como se emplea aqui, “anticuerpo anti-CD20” puede
ser un anticuerpo de tipo I o de tipo II. Es con preferencia
un anticuerpo de tipo I, con preferencia especial es el ritu-
ximab.

Los anticuerpos anti-CD20 de tipo I tienen una pro-
porcidén de capacidades de fijacidédn sobre la CD20 en células
Raji (ATCC n° CCL-86) de dicho anticuerpo anti-CD20 comparado
con el rituximab de 0,8 a 1,2, con preferencia de 0,9 a 1,1.
Los ejemplos de tales anticuerpos anti-CD20 de tipo I inclu-
yen p.ej. al rituximab, en EP 2000149B1 (Anderson y col., ver
p.ej. las figuras 4 y 5), 1F5 IgG2a (ECACC, hibridoma; Press
y col., Blood 69/2, 584-591, 1987), HI47 IgG3 (ECACC, hibri-

doma), 2C6 IgGl (publicado en WO 2005/103081), 2F2 IgGl u
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ofatumumab (publicado en WO 2004/035607 y WO 2005/103081) vy
2H7 IgGl (publicado en WO 2004/056312 y WO 2006/084264, p.ej.
las variantes publicadas en las tablas 1 y 2). Con preferen-
cia, el anticuerpo anti-CD20 de tipo I es un anticuerpo mono-
clonal que se fija sobre el mismo epitope que el rituximab.

Los anticuerpos anti-CD20 de tipo II tienen una propor-
cidén de capacidades de fijacidn sobre el CD20 en células Raji
(ATCC-No. CCL-86) de dicho anticuerpo anti-CD20 comparado con
el rituximab de 0,3 a 0,6, con preferencia de 0,35 a 0,55,
con mayor preferencia de 0,4 a 0,5. Los ejemplos de tales
anticuerpos anti-CD20 de tipo II incluyen p.ej. al tositumo-
mab (Bl IgG2a), al anticuerpo IgGl de B-Lyl humanizado (un
anticuerpo IgGl quimérico humanizado, descrito en
WO 2005/044859), 11B8 1IgGl (descrito en WO 2004/035607) vy
AT80 IgGl. Con preferencia, dicho anticuerpo anti-CD20 de
tipo ITI es un anticuerpo monoclonal que se fija sobre el mis-
mo epitope que el anticuerpo B-Lyl humanizado (descrito en
WO 2005/044859) .

La “proporcidén de las capacidades de fijacidn sobre la
CD20 en células Raji (ATCC n° CCL-86) de anticuerpos anti-
CD20 comparada con el rituximab” se determina por medicidn
directa de la inmunofluorescencia (se mide la intensidad me-
dia de fluorescencia (MFI)) empleando dicho anticuerpo anti-
CD20 conjugado con Cy5 y el rituximab conjugado con Cy5 en un
FACSArray (Becton Dickinson) con células Raji (ATCC n°® CCL-
86) y se calcula del modo siguiente:

proporcidén de capacidades de fijacidén al CD20 en célu-

las Raji (ATCC n°® CCL-86) =
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MFI (Cy5-anticuerpo anti-CD20) Cy5-proporcién marcado (Cy5-rituximab)

MFI (Cy5-rituximab) Cy5-proporcion marcado (Cy5-anticuerpo anti-CD20)
La MFI es la intensidad de fluorescencia media. La
“Cyb-proporcidén de marcado” tal como se emplea aqui indica el
numero de moléculas de marcador Cy5 por molécula de anti-
cuerpo.

De modo tipico, dicho anticuerpo anti-CD20 de tipo I
tiene una proporcidén de capacidades de fijacidn sobre la CD20
en células Raji (ATCC n° CCL-86) de dicho primer anticuerpo
anti-CD20 comparado con el rituximab de 0,8 a 1,2, con prefe-
rencia de 0,9 a 1,1.

De modo tipico, dicho anticuerpo anti-CD20 de tipo II
tiene una proporcidén de capacidades de fijacidn sobre la CD20
en células Raji (ATCC n° CCL-86) de dicho segundo anticuerpo
anti-CD20 comparado con el rituximab de 0,3 a 0,6, con prefe-
rencia de 0,35 a 0,55, con mayor preferencia de 0,4 a 0,5.

En una forma preferida de ejecucidn, dicho anticuerpo
anti-CD20 de tipo II, con preferencia un anticuerpo B-Lyl
humanizado, tiene una mayor citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC).

Se entiende por “anticuerpo gue tiene una mayor citoto-
xicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)” aquel anti-
cuerpo, término ya definido antes, que tiene una mayor ADCC
determinada por cualquier método iddbneo conocido por los ex-
pertos en la materia. Un ensayo “in vitro” aceptado de 1la

ADCC es el siguiente:
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1) en el ensayo se utilizan células diana de las que se
sabe que expresan el antigeno diana reconocido por la regidn
del anticuerpo que se fija sobre el antigeno;

2) en el ensayo se utilizan como células efectoras las
células mononucleadas de sangre periférica humana (PBMC),
aisladas de la sangre de un donante sano elegido al azar;

3) el ensayo se realiza con arreglo al método siguien-
te:

i) se aislan las PBMC aplicando procedimientos estéandar
de centrifugacién por densidad y se suspenden a 5 X 10° célu-
las/ml en un medio de cultivo celular RPMI;

ii) se cultivan las células diana por métodos estandar
de cultivo de tejidos, se recolectan de la fase de crecimien-
to exponencial con una viabilidad superior al 90%, se lavan
en un medio de cultivo celular RPMI, se marcan con 100 micro-
Curies de Cr’', se lavan dos veces con medio de cultivo celu-
lar y se suspenden de nuevo en medio de cultivo celular en
una densidad de 10° células/ml;

iii) se trasvasan 100 microlitros de la anterior sus-
pensién final de células diana a cada hoyo de una placa de
microvaloracidén de 96 hoyos;

iv) se somete el anticuerpo a una serie de diluciones
de 4000 ng/ml a 0,04 ng/ml en medio de cultivo celular y se
afiaden 50 microlitros de las soluciones de anticuerpo resul-
tantes a las células diana en la placa de microvaloracidén de
96 hoyos, se ensayan por triplicado varias concentraciones de
anticuerpo gue abarcan la totalidad del anterior intervalo de

concentraciones;
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v) para los controles de liberacidén maxima (MR), 3 ho-
yos adicionales de la placa, que contienen las células diana
marcadas, reciben 50 microlitros de una solucidn acuosa al 2%
(VN) de un detergente no idénico (Nonidet, Sigma, St. Louis),
en lugar de la solucidén de anticuerpo (ver el anterior apar-
tado 1iv);

vi) para los controles de liberacidén espontanea (SR), 3
hoyos adicionales de la placa, que contienen a las células
diana marcadas, reciben 50 microlitros de medio RPMI de cul-
tivo celular en lugar de la solucidén de anticuerpo (ver ante-
rior apartado iv);

vii) después se centrifuga la placa de microvaloracidn
de 96 hoyos a 50 x g durante 1 minuto y se incuba a 4°C du-
rante 1 hora;

viii) se afiaden 50 microlitros de la suspensién PBMC
(ver anterior apartado i) a cada hoyo, obteniéndose una pro-
porcidén de efector:células diana de 25:1 y se introducen las
placas en un incubador en una atmbésfera con un 5% de CO2 a
37°C durante 4 horas;

ix) se recoge el liquido sobrenadante sin células de
cada hoyo y se cuantifica experimentalmente la radiactividad
liberada (ER) empleando un contador gamma;

x) se calcula el porcentaje de lisis especifica de cada
concentracidén de anticuerpos segun la férmula (ER-MR)/ (MR-SR)
x 100, en la que ER es la radiactividad media cuantificada
(ver anterior apartado ix) de dicha concentracidédn de anti-
cuerpo, MR es la radiactividad media cuantificada (ver ante-

rior apartado ix) para los controles MR (ver anterior aparta-
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do v) y SR es la radiactividad media cuantificada (ver ante-
rior apartado ix) para los controles SR (ver anterior aparta-
do vi);

4) “mayor ADCC” se define como un incremento del por-
centaje madximo de lisis especifica observado en el intervalo
de concentraciones de anticuerpo ensayada antes y/o una re-
duccidén de la concentracidén de anticuerpo requerida para lo-
grar la mitad del porcentaje maximo de lisis especifica ob-
servada dentro de un intervalo de concentraciones de anti-
cuerpo ensayada antes. El aumento de ADCC se refiere a la
ADCC medida en el ensayo anterior, mediada por el mismo anti-
cuerpo, producida por el mismo tipo de células hospedantes,
aplicando los mismos métodos estandar de produccidn, purifi-
cacidén, formulacidn y almacenaje, que los expertos en biolo-
gia ya conocen, pero que no se producen en las células de
ingenieria genética que sobreexpresan al GnTIII.

Dicha “mayor ADCC” puede obtenerse por glucoingenieria
de dichos anticuerpos, es decir, ampliando dichas funciones
efectoras naturales, mediadas por células, de los anticuerpos
monoclonales por ingenieria de su componente oligosacarido,
del modo descrito por Umafia, P. y col., Nature Biotechnol.
17, 176-180, 1999 y US-6,602,684.

El término “citotoxicidad dependiente de complemento”
(CDC) indica la lisis de células tumorales humanas diana por
accién del anticuerpo segln la invencidén en presencia de un
complemento. La CDC se mide con preferencia por tratamiento
de una preparacidén de células que expresan la CD20 con un

anticuerpo anti-CD20 segun la invencidén, en presencia de un
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complemento. Se encuentra CDC si en una concentracién de 100
nM el anticuerpo induce la lisis (muerte celular) del 20% o
mas de las células tumorales después de 4 horas. El ensayo se
lleva a cabo con preferencia con células tumorales marcadas
con Cr’' o Eu y se mide el Cr’ o Eu liberados. Los controles
incluyen la incubacidén de las células tumorales diana con un
complemento, pero sin el anticuerpo.

Los anticuerpos anti-CD20 de tipo I y tipo II tipicos
del isotipo IgGl poseen propiedades CDC caracteristicas. Los
anticuerpos anti-CD20 de tipo I tienen una mayor CDC (si es
el isotipo IgGl) y los anticuerpos anti-CD20 de tipo II tie-
nen una menor CDC (si es el isotipo IgGl) comparados entre
si. Con preferencia, tanto los anticuerpos anti-CD20 de tipo
I vy como los de tipo II son anticuerpos del isotipo IgGl.

El anticuerpo “rituximab” es un anticuerpo monoclonal
quimérico humano, de ingenieria genética, que contiene el
dominio constante murino gamma 1, dirigido contra el antigeno
CD20 humano. Este anticuerpo quimérico contiene los dominios
constantes gamma 1 humanos y se identifica con el nombre
“C2B8” en EP 2000149B1 (Anderson y col.). El rituximab ha
sido aprobado para el tratamiento de pacientes que tienen
linfoma no de Hodgkin de células B, positivo de CD20, recu-
rrente o refractario, de bajo grado o folicular. Los estudios
del mecanismo de accidén “in vitro” ponen de manifiesto que el
rituximab presenta citotoxicidad dependiente de complemento
humano (CDC) (Reff y col., Blood 83(2), 435-445, 1994). Des-

pliega ademds una actividad significativa en ensayos que mi-
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den la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) .

El término “anticuerpo B-Lyl humanizado” indica el an-
ticuerpo B-Lyl humanizado descrito en WO 2005/044859 vy
WO 2007/031875, que se obtiene a partir del anticuerpo B-Lyl
anti-CD20 monoclonal murino (regidén variable de la cadena
larga murina (VH): SEQ ID NO: 1; regidn variable de la cadena
corta murina (VL): SEQ ID NO: 2, ver Poppema, S. y Visser,
L., Biotest Bulletin 3, 131-139, 1987) por quimerizacidn con
un dominio constante humano de IgGl y posterior humanizacidn
(véase WO 2005/044859). Estos “anticuerpos B-Lyl humanizados”
se describen con detalle en WO 2005/044859.

Con preferencia, el “anticuerpo B-Lyl humanizado” tiene
la regidén variable de la cadena larga (VH) elegida entre el
grupo formado por SEQ ID NO:3 a SEQ ID NO:20 (de B-HH2 a B-
HHY9 y de B-HL8 a B-HL17 de WO 2005/044859). Son especialmente
preferidas las SEQ ID NO: 3, 4, 7, 9, 11, 13 y 15 (B-HHZ,
BHH-3, B-HH6, B-HH8, B-HL8, B-HL1l y B-HL13 de WO 2005/
044859). Con preferencia especial, el “anticuerpo B-Lyl huma-
nizado” tiene una regidén variable de la cadena corta (VL) de
SEQ ID NO: 20 (B-KV1l) de WO 2005/044859. Ademds, el anti-
cuerpo B-Lyl humanizado es con preferencia un anticuerpo
IgGl. Con preferencia, dichos anticuerpos B-Lyl humanizados
son productos de glucoingenieria (GE) de la regidén Fc segun
procedimientos descritos en WO 2005/044859, WO 2004/065540,
Umafia, P. y col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999 y WO
99/154342. Tales anticuerpos B-Lyl humanizados de gluco-

ingenieria tienen un modelo alterado de glucosilacidén en la
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regidén Fc, tienen con preferencia un nivel reducido de restos
fucosa. Con preferencia, por lo menos un 40% o mas (en una
forma de ejecucidn entre el 40% y el 60%, en otra forma de
ejecucidédn por lo menos el 50%, y en otra forma de ejecucidn
ulterior por lo menos el 70% o mas) de los oligosacaridos de
la regidbn Fc no estadn fucosilados. Ademas, los oligosacaridos
de la regidn Fc estéan con preferencia bisectados. Con prefe-
rencia especial, el “anticuerpo B-Lyl humanizado” contiene 1la
VH B-HH6 y la VL B-KV1l de W02005/044859. Tal como se emplea
aqui, dicho anticuerpo se denomina también “HuMab<CD20>". En
otra forma de ejecucidn especialmente preferible, dicho anti-
cuerpo tiene un nivel reducido de restos fucosa, ya definidos
antes, y/o los oligosacaridos de la regidn Fc estdn con pre-
ferencia especial bisectados. En otra forma de ejecucidn es-
pecialmente preferida, dicho anticuerpo despliega una mayor
ADCC, ya definida antes.

El componente oligosacarido puede afectar de modo sig-
nificativo las propiedades relevantes para la eficacia de una
glucoproteina terapéutica, incluidas la estabilidad fisica,
la resistencia al ataque de las proteasas, las interacciones
con el sistema inmune, la farmacocinética y la actividad bio-
l6égica especifica. Dichas propiedades pueden depender no solo
de la presencia o ausencia, sino también de las estructuras
especificas de los oligosacaridos. Pueden hacerse algunas
generalizaciones entre la estructura de oligosacéarido y la
funcidén de la glucoproteina. Por ejemplo, ciertas estructuras
de oligosacédrido median en la eliminacidén rapida de la gluco-

proteina del torrente sanguineo gracias a las interacciones
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con las proteinas que se fijan sobre carbohidratos especifi-
cos, mientras que otras pueden fijarse en anticuerpos y des-
encadenar reacciones inmunes no deseadas (Jenkins y col.,
Nature Biotechnol. 14, 975-81, 199¢6).

Las células de mamiferos son los hospedantes preferidos
para la produccidén de glucoproteinas terapéuticas, debido a
su capacidad de glucosilar proteinas de la forma mas compa-
tible para la aplicacidédn humana (Cumming y col., Glycobiology
1, 115-30, 1991; Jenkins y col., Nature Biotechnol. 14, 975-
81, 1996). Las bacterias muy raramente glucosilan a las pro-
teinas y al igual que otros tipos de hospedantes comunes, por
ejemplo levaduras, hongos filamentosos, células de insectos y
plantas, dan lugar a modelos de glucosilacidén asociados con
la eliminacidén réapida del torrente sanguineo, interacciones
inmunes no deseables y, en algunos casos concretos, una acti-
vidad bioldgica reducida. Entre las células de mamiferos, las
que mas se han utilizado durante las dos uUltimas décadas son
las células de ovarios de hémster chino (CHO). Ademés, dando
modelos de glucosilacidén idéneos, estas células permiten la
generaciédn consistente de lineas celulares cldnicas muy pro-
ductivas, genéticamente estables. Pueden cultivarse hasta
densidades muy elevadas en Dbiorreactores simples empleando
medios sin suero y permite el desarrollo de bioprocesos segu-
ros y reproducibles. Otras células animales empleadas habi-
tualmente son las células de rifidén de hémster infantil (BHK),
células de mieloma de ratédn NSO y SP2/0. En fechas mas re-

cientes se ha probado también la produccidén a partir de ani-

{501117.DOC v.1}



10

15

20

25

_28_
males transgénicos (Jenkins y col., Nature Biotechnol. 14,
975-81, 1990).

Todos los anticuerpos contienen estructuras de hidrato
de carbono en posiciones conservadas de las regiones constan-
tes de cadena larga, cada isotipo posee un ordenamiento dis-
tinto de estructuras de hidrato de carbono unidas a N, 1lo
cual afecta de modo variable el ensamblamiento, la secrecidn
o la actividad funcional de la proteina (Wright, A. y Morri-
son, S.L., Trends Biotech. 15, 26-32, 1997). La estructura
del hidrato de carbono unido sobre N wvaria de modo con-
siderable en funcidén del grado de procesado y puede incluir
oligosacaridos complejos de alto contenido en manosa, de ra-
mificaciones multiples y también biantenarios. De modo tipico
existe un procesado heterogéneo de estructuras de nucleo oli-
gosacarido unidas a un sitio particular de glucosilacidn, de
modo que incluso los anticuerpos monoclonales existen en glu-
coformas multiples. De igual manera se ha demostrado que ocu-
rren diferencias importantes en la glucosilacidédn de anticuer-
pos entre lineas celulares e incluso se han observado dife-
rencias menores en una linea celular determinada que se haya
cultivado en condiciones diferentes (Lifely, M.R. y col.,
Glycobiology 5(8), 813-22, 1995).

Una manera de obtener incrementos grandes de potencia,
manteniendo un proceso de produccidén sencillo y evitando po-
tencialmente efectos secundarios indeseables, consiste en
ampliar las funciones efectoras naturales, mediadas por célu-

las, de los anticuerpos monoclonales por ingenieria de su

componente oligosacarido, tal como se describe en Umafia, P. y
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col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999 y US-6,602,684.
Los anticuerpos de tipo IgGl, los anticuerpos mas utilizados
en la inmunoterapia contra el cancer, son glucoproteinas que
tienen un sitio de glucosilacidén unido a N conservado, en el
Asn297 de cada dominio CH2. Los dos oligosacaridos biante-
narios complejos unidos a Asn297 estan enterrados entre dos
dominios CH2, formando contactos extensivos con el esqueleto
polipéptido y su presencia es esencial para que el anticuerpo
pueda medir en funciones efectoras, como son la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Lifely, M.R. vy
col., Glycobiology 5, 813-822, 1995; Jefferis, R. y col.,
Immunol. Rev. 163, 59-76, 1998; Wright, A. y Morrison, S.L.,
Trends Biotechnol. 15, 26-32, 1997).

Se ha demostrado previamente que la sobreexpresidn de
la B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa I1l (“GnTII1”), una
glucosiltransferasa, que cataliza 1la formacidén de oligo-
sacaridos bisectados, en células de ovario de héamster chino
(CHO) aumenta significativamente la actividad ADCC “in wvitro”
de un anticuerpo monoclonal quimérico antineuroblastoma
(chCE7) producido por células CHO de ingenieria genética (ver
Umafia, P. y col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999; vy
WO 99/154342, cuyos contenidos se incorporan a la presente en
su totalidad como referencias). El anticuerpo chCE7 pertenece
a un grupo grande de anticuerpos monoclonales no conjugados
que tienen una gran afinidad y especificidad tumorales, pero
tienen una potencia insuficiente para ser uUtiles en sentido
clinico cuando se produce en lineas celulares industriales

estandar que carecen de la enzima GnTIII (Umafia, P. y col.,
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Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999). Este estudio fue el
primero en demostrar que se podrian obtener grandes incre-
mentos de la actividad ADCC por ingenieria de las células que
produce al anticuerpo, para que expresen a la GnTIII, lo cual
a su vez conduce a un incremento de la proporcidén de oligosa-
caridos bisectados asociados a la regidén constante (Fc), in-
cluidos los oligosacdridos no fusosilados Dbisectados, por
encima de los niveles encontrados en los anticuerpos de ori-
gen natural.

El término “expresiédn del antigeno CD20” indica un ni-
vel significativo de expresidén del antigeno CD20 en una célu-
la, con preferencia en la superficie de una célula T o B, con
mayor preferencia una célula B, de un tumor y de un cancer,
respectivamente, con preferencia un tumor no sdélido. Los pa-
cientes que tienen un Y“cancer que expresa al CD20” pueden
determinarse por ensayos estandar ya conocidos de la técnica.
La “expresidén del antigeno CD20” indica también con preferen-
cia un nivel significativo del antigeno CD20 en una célula,
con preferencia en la superficie de una célula T o B, con
mayor preferencia de una célula B, en una enfermedad autoin-
mune. La expresidén del antigeno CD20 se mide p.ej. aplicando
una deteccidédn inmunohistoquimica (IHC), FACS o una deteccidn
basada en la PCR del mRNA correspondiente.

El término “céancer que expresa al CD20” tal como se em-
plea aqui indica con preferencia los linfomas (con prefe-
rencia linfoma no de Hodgkin de células B (NHL)) y leucemias
linfociticas. Tales linfomas y leucemias linfociticas inclu-

yen p.ej. (a) los linfomas foliculares, (b) linfomas de célu-
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las pequefias no divididas/linfoma de Burkitt (incluyendo el
linfoma endémico de Burkitt, el linfoma esporadico de Burkitt
y los linfomas no de Burkitt), (c) los linfomas de zonas mar-
ginales (influido el linfoma de extranodal de =zona marginal
de células B (linfomas de tejido linfatico asociado a mucosa,
MALT), el linfoma nodal de zona marginal de células B y el
linfoma esplénico de zona marginal), (d) linfoma de células
de manto (MCL), (e) linfoma de células grandes (incluido el
linfoma difuso de células B grandes (DLCL), el linfoma difuso
de células grandes, el linfoma inmunoblédstico, el linfoma
primario mediastinal de células B, el linfoma angiocéntrico-
linfoma pulmonar de células B), (f) el linfoma de células
vellosas, (g) el linfoma linfocitico, la macroglobulinemia de
Waldenstrom, (h) la leucemia linfocitica aguda (ALL), la leu-
cemia linfocitica crénica (CLL)/linfoma linfocitico pequefio
(SLL), la leucemia prolinfocitica de células B, (i) los neo-
plasmas de células plasméticas, el mieloma de células plasma-
tica, el mieloma multiple, el plasmacitoma y (Jj) la enferme-
dad de Hodgkin.

Con preferencia, el cancer que expresa al CD20 es un
linfoma de células B no de Hodgkin (NHL). En especial, el
cancer que expresa la CD20 es un linfoma de células de manto
(MCL), wuna leucemia linfocitica aguda (ALL), una leucemia
linfocitica crénica (CLL), un linfoma difuso de células B
grandes (DLCL), un linfoma de Burkitt, un linfoma de células
vellosas, un linfoma folicular, un mieloma multiple, un lin-

foma de zona marginal, un trastorno linfoproliferativo post-
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trasplante (PTLD), un linfoma asociado al VIH, wuna ma-
croglobulinemia de Waldenstrom o un linfoma primario del SNC.

Tal como se emplea aqui, “enfermedad autoinmune” indica
una enfermedad o trastorno que surge de o estd dirigido con-
tra los tejidos propios del individuo. Los ejemplos de enfer-
medades y trastornos autoinmunes incluyen, pero no se limitan
a: la artritis (artritis reumatoide, artritis reumatoide Jju-
venil, osteoartritis, artritis psoriédtica), la psoriasis, la
dermatitis, la polimiositis/dermatomiositis, la necrdlisis
epidérmica tdéxica, el escleroderma sistémico y la esclerosis,
las respuestas asociadas con la enfermedad del intestino in-
flamatorio, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, el
sindrome del distrés respiratorio, el sindrome del distrés
respiratorio del adulto (ARDS), la meningitis, la encefali-
tis, la uveitis, la colitis, la glomerulonefritis, los esta-
dos patoldgicos alérgicos, el eccema, el asma, los estados
patoldgicos que implican la infiltracidén de células T y las
respuestas inflamatorias crénicas, la aterosclerosis, la mio-
carditis autoinmune, la deficiencia de adhesidén de leucoci-
tos, el lupus eritematoso sistémico (SLE), la diabetes de
inicio juvenil, la esclerosis multiple, la encefalomielitis
alérgica, las respuestas inmunes asociadas a una hipersensi-
bilidad aguda o retardada mediadas por citoquinas y linfoci-
tos T, la tuberculosis, la sarcoidosis, la granulomatosis,
incluida la granulomatosis de Wegener, la agranulocitosis, la
vasculitis (incluida la ANCA), la anemia aplasica, la anemia
de Diamond Blackfan, la anemia hemolitica inmune, incluida la

anemia hemolitica autoinmune (AIHA), la anemia perniciosa, la
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aplasia de gldébulos rojos pura (PRCA), la deficiencia del
factor VIII, la hemofilia A, la neutropenia autoinmune, la
pancitopenia, la leucopenia, las enfermedades que implican
diapédesis de 1leucocitos, los trastornos inflamatorios del
sistema nervioso central (SNC), el sindrome de lesiones orga-
nicas multiples, la miastenia grave, las enfermedades media-
das por complejos de antigeno-anticuerpo, las enfermedades de
membrana de base antiglomerular, el sindrome de anticuerpo
anti-fosfolipido, la neuritis alérgica, la enfermedad de Be-
chet, el sindrome de Castleman, el sindrome de Goodpasture,
el sindrome miasténico de Lambert-Eaton, el sindrome de Rey-
naud, el sindrome de Sjorgen, el sindrome de Stevens Johnson,
el penfigoide vesicular, el pénfigo, las poliendocrinopatias
autoinmunes, las nefropatias, las polineuropatias de IgM o la
neuropatia mediada por la IgM, la purpura trombocitopénica
idiopatica (ITP), la puUrpura trombocitopénica trombdbdtica
(TTP), la trombocitopenia autoinmune, la enfermedad autoinmu-
ne de testiculos y ovarios, incluidas la orquitis y la oofo-
ritis autoinmunes, el hipotiroidismo primario, las enfermeda-
des endocrinas autoinmunes, incluido la tiroiditis autoinmu-
ne, la tiroiditis crdénica (tiroiditis de Hashimoto), la ti-
roiditis subaguda, el hipotiroidismo idiopéatico, la enferme-
dad de Addison, la enfermedad de Grave, los sindromes poli-
glandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia poli-
glandular I), la diabetes de tipo I, también llamada diabetes
mellitus dependiente de la insulina (IDDM), el sindrome de
Sheehan, la hepatitis autoinmune, la neumonitis intersticial

linfoide (VIH), la bronquiolitis obliterans (no trasplante)
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frente al NSIP, el sindrome de Guillain-Barre, la vasculitis
de vasos grandes (incluida la polimialgia reumdtica y la ar-
teritis de células gigantes (arteritis de Takayasu), la vas-
culitis de vasos medios (incluida la enfermedad de Kawasaki y
la poliarteritis nodosa), la espondilitis anquilosante, la
enfermedad de Berger (nefropatia de IgA), la glomerulonefri-
tis progresiva rapida, la cirrosis biliar primaria, la esprue
celiaca (enteropatia del gluten), 1la crioglobulinemia, 1la
esclerosis lateral amitrdéfica (ALS), la enfermedad de la ar-
teria coronaria, etc.

Un “agente inhibidor del crecimiento” se emplea aqui pa-
ra indicar un compuesto o composicidén que inhibe el crecimien-
to de una célula, en especial la célula cancerosa que expresa
al CD20, vya sea “in vitro”, vya sea “in wvivo”. Por tanto, un
agente inhibidor de crecimiento puede ser uno que reduzca sig-
nificativamente el porcentaje de células que expresan al CD20
en la fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del creci-
miento incluyen los agentes que bloquean la progresidén del
ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), por ejemplo
los agentes que inducen la interrupcidén de Gl y la interrup-
cién de la fase M. Los bloqueadores clasicos de la fase M in-
cluyen a las vincas (vincristina y vinblastina), los taxanos y
los inhibidores de tipo II, como son la doxorrubicina, la epi-
rrubicina, la daunorrubicina, los etopdsidos y la bleomicina.
Estos agentes que interrumpen la Gl desbordan hacia la inte-
rrupcidén de la fase S, por ejemplo los agentes alquilantes del
DNA, tales como el tamoxifeno, la prednisona, la dacarbazina,

la mecloretamina, el cisplatino, el metotrexato, el b5-
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fluoruracilo y el Ara-C. Mas informacidn se encontrara en “The
Molecular Basis of Cancer”, Mendelsohn y Israel, coord., capi-
tulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes, and anti-
neoplastic drugs”, cuyos autores son Murakami y col. (WB Saun-
ders: Philadelphia, 1995), en especial la p. 13.

“Tratamiento” indica tanto el tratamiento terapéutico
como las medidas profildcticas o preventivas. Las personas que
necesitan tratamiento incluyen a aquellas que ya tienen la
enfermedad, como aquellas, en las gue conviene prevenir la
enfermedad. Por tanto, el paciente a tratar en este caso es
tanto la persona, a la que se ha diagnosticado que tiene 1la
enfermedad, como la persona que estd predispuesta o es suscep-
tible de contraer la enfermedad.

El término “agente citotdxico” se emplea aqul para indi-
car una sustancia que inhibe o impide la funcidén de las célu-
las y/o provoca la destruccién de dichas células. El término

incluye a los isdétopos radiactivos (p.ej. at?tt, 13, 1'?°, Y%,

Re'®®, Re'®®, sm'®?, Bi?'?, P*? y a los isétopos radiactivos del
Lu), a los agentes qguimioterapéuticos y a las toxinas, por
ejemplo las toxinas de moléculas pequefias o las toxinas acti-
vas enzimadticamente de origen bacteriano, fungico, vegetal o
animal, incluidos los fragmentos y/o variantes de las mismas.
Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico
util para el tratamiento del céncer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen a los agentes alquilantes, por
ejemplo la tiotepa y la ciclosfosfamida (CYTOXAN™); los sulfo-

natos de alquilo, por ejemplo el busulfan, improsulfan y pipo-

sulfan; 1las aziridinas, como son la benzodopa, carboquona,
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meturedopa y uredopa; las etileniminas y metilmelaminas, in-
cluidas la altretamina, trietilenomelamina, trietilenofosfora-
mida, trietilenotiofosforamida y trimetilolmelamina; las ace-
togeninas (en especial la bullatacina y la bullatacinona); el
delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARENOL™); la beta-
lapachona; el lapachol; las colchicinas; el &acido betulinico;
una camptotecina (incluido el andlogo sintético topotecan
(HYCAMTIN™), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR™), la acetilcampto-
tecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); la briostatina;
la callistatina; CC-1065 (incluidos sus analogos sintéticos
adozelesina, carzelesina y bizelesina); la podofilotoxina; el
acido podofilinico; los tenipdsidos; las criptoficinas (en
especial la criptoficina 1 y la criptoficina 8); la dolastati-
na; la duocarmicina (incluidos sus andlogos sintéticos, el
KW-2189 y CB1-TM1l); la eleuterobina; la pancratistatina; una
sarcodictina; la espongistatina; las mostazas nitrogenadas,
como el clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramusti-
na, i1fosfamida, mecloretamina, mecloretamina-6éxido clorhidra-
to, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, tro-
fosfa[pilnida, mostaza de wuracilo; las nitrosureas como la
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y
ranirmustina; los antibidéticos del tipo enedina (p.ej., cali-
queamicina, en especial la caliqueamicina-gamma 11 y caliquea-
micina-omega 11 (véase, p.ej., Angew, Chemie Intl. Ed. Engl.,
33, 183-186, 1994); dinemicina, incluida la dinemicina A; una
esperamicina; asi como el crombéforo neocarzinostatina y los
crombéforos afines de antibidéticos de la cromoproteina enedi-

na), las aclacinomisinas, la actinomicina, la autramicina, la
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azaserina, las bleomicinas, la cactinornicina, la carabicina,
la carminomicina, la carzinofilina, las cromomicinas, la dac-
tinomicina, la daunorrubicina, la detorrubicina, la 6-diazo-5-
oxo-L-norleucina, la doxorrubicina (incluida la ADRIAMICINA™,
la morfolino-doxorrubicina, 1la cianomorfolino-doxorrubicina,
2-pirrolino-doxorrubicina, la doxorrubicina HCl1 liposoma in-
yectable (DOXIL™), la doxorrubicina liposdmica TLC D-99
(MYOCET™), la doxorrubicina liposdémica peglilada (CAELYX™) vy
la desoxidoxorrubicina), la epirrubicina, la esorrubicina, la
idarrubicina, la marcelomicina, las mitomicinas como la mito-
micina C, el &cido micofendlico, la nogalamicina, las olivomi-
cinas, la peplomicina, la potfiromicina, la puromicina, la
quelamicina, la rodorrubicina, la estreptonigrina, la estrep-
tozocina, la tubercidina, el ubenimex, la zinostatina, la zo-
rrubicina; los anti-metabolitos, por ejemplo el metotrexato,
la gemcitabina (GEMZAR™), el tegafur (UFTORAL™), la capecita-
bina (XELODA™), una epotilona y el 5-fluoruracilo (5-FU); los
andlogos de acido fdélico, por ejemplo la denopterina, el me-
totrexato, la pteropterina, el trimetrexato; los andlogos de
purina, como la fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; los andlogos de pirimidina como la ancitabina,
azacitidina, ©6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridi-
na, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; los anti-
adrenales como la aminoglutetimida, mitotano, trilostano; 1los
rellenos de &cido félico, como el acido frolinico; la acegla-
tona; los glucdsidos de aldofosfamida; el &cido aminolevulini-
co; el eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; eda-

traxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina;
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acetato de eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiu-
rea; lentinan; lonidainina; maitanosinoides, como la maitansi-
na y las ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitraerina; la pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxan-
trona; 2-etilhidrazida; procarbazina; el complejo de polisaca-
rido PSKL™ (JHS Natural Products, Eugene, OR); el razoxano; la
rizoxinz; el sizofiran; el espirogermaranio; el acido tenuazd-
nico; la triaziquona; la 2,2’,2”-triclorotrietilamina; 1los
tricotecenos (en especial la toxina T-2, la verracurina A, la
roridina A y la anguidina); el uretano; la dacarbazina; la
manomustina; el mitobronitol; el mitolactol; el pipobromano;
la gacitosina; los arabindésidos (“Ara-C”); 1la tiotepa; 1los
taxoides, p.ej. el paclitaxel (TAXOL™), la formulacidén de pa-
clitaxel en nanoparticulas de ingenieria de albtmina
(ABRAXANE™) y el docetaxel (TAXOTERE™); el cloranbucilo; la 6-
tioguanina; la mercaptopurina; el metotrexato; los agentes de
platino como el cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; las
vincas, que impiden que la polimerizacidédn de la tubulina pueda
formar microttbulos, incluidas la vinblastina (VELBAN™), wvin-
cristina (ONCOVINA™) , vindesina (ELDISINA™, FILDESINA™) v
vinorelbina (NAVELBINA™); los etopdsidos (VP-16); la ifosfami-
da; la mitoxantrona; la leucovovina; la novantrona; el eda-
trexato; la daunomicina; la aminopterina; el ibandronato; el
inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; la difluormetilornitina
(DMFQO) ; los retinoides, como el &cido retinoico, incluido el
bexaroteno (TARGRETINA™); los bisfosfonatos por ejemplo el
clodronato (por ejemplo, BONEFOS™ u OSTAC™), el etidronato

(DIDROCAL™) , NE-58095, el acido zoledrdénico/zoledronato
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(ZOMETA™) , el alendronato (FOSAMAJX™) , el pamidronato
(AREDIA™), el tiludronato (SKELID™) o risedronato (ACTONEL™);
la troxacitabina (un andlogo 1,3-dioxolano-nucledbdésido de cito-
sina); los oligonucledétidos antisentido, en especial los que
inhiben la expresidén de los genes en los mecanismos de seflali-
zacidén que intervienen en la proliferaciédn celular aberrante,
por ejemplo el PKC-alfa, Raf, H-Ras y el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF-R); las vacunas, como la vacuna
THERATOPE™ y las vacunas de terapia genética, por ejemplo, la
vacuna ALLOVECTINA™, la vacuna LEUVECTINA™ vy la vacuna VAXID™;
el inhibidor de la topoisomerasa 1 (p.ej., LURTOTECAN™); el
rmRH  (p.ej., ABARELIX™); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-
11248 (Pfizer); la perifosina, inhibidor de COX-2 (p.ej. cele-
coxib o etoricoxib), el inhibidor de proteosoma (p.ej. PS341);
el Dbortezomib (VELCADE™); CCI-779; el tipifarnib (R1 1577);
orafenib, ABT510; el inhibidor de Bcl-2 como el oblimersen
s6édico (GENASENSE™); el pixantrona; los inhibidores del EGFR
(ver la definicidén gque sigue); los inhibidores de tirosina-
quinasa (ver la definicidén que sigue); y las sales, é&cidos o
derivados de cualquiera de los anteriores que sean farmacéuti-
camente aceptables; asi como las combinaciones de dos o mas de
los anteriores, por ejemplo el CHOP, un abreviatura de la te-
rapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
y prednisolona (que opcionalmente puede incluir también infer-
feron-A (CHVP/interferdén-A); el FOLFOX, una abrevitura del
regimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINA™) combinado
con 5-FU y leucovovina; el CVP (ciclofosfamida, vincristina vy

prednisolona); el MCP (mitozantrona, clorambucilo y predniso-
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lona); el FC (fludarabina y ciclofosfamida); el ICE (ifosfami-
da, carboplatino y etopdsido); y la dexametasona, citarabina y
cisplatino (DHAP); la dexametasona, doxorrubicina liposdmica y
vincristina (DVD); etc.

Un “agente antiangiogénico” indica un compuesto que blo-
quea o interfiere en algun grado el desarrollo de los wvasos
sanguineos. El1 factor antiangiogénico puede ser, por ejemplo
una molécula pequefia o un anticuerpo que se una al factor de
crecimiento o al receptor del factor de crecimiento que inter-
viene en el fomento de la angiogénesis. El1 factor antiangiogé-
nico preferido es este contexto un anticuerpo que se une al
factor de crecimiento endotelial wvascular (VEGF), por ejemplo
el bevacizumab (AVASTINA™) .

El término “citoquina” es un término genérico de 1las
proteinas liberadas por una poblacidén celular que actian en
otra célula como mediadores intercelulares. Los ejemplos de
tales citoquinas son 1las linfoquinas, las monoquinas y las
hormonas polipeptidicas tradicionales. Se incluyen entre 1las
citoquinas las hormonas del crecimiento, por ejemplo la hormo-
na del crecimiento humano, la hormona de crecimiento humano N-
metionilo y las hormonas de crecimiento bovino, las hormonas
del paratiroides, la tiroxina, la insulina, la proinsulina, la
relaxina; la prorrelaxina, las hormonas de glucoproteinas, por
ejemplo las hormonas estimuladoras de foliculo (FSH), las hor-
monas estimuladoras del tiroides (TSH), las hormonas luteini-
zantes (LH), el factor de crecimiento hepatico; el factor de
crecimiento de fibroblastos, la prolactina, el lactdgeno pla-

centario, el factor de necrosis tumoral o y R, la sustancia
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inhibidora muleriana, los péptidos asociados con la gonadotro-
pina murina, la inhibina; la activina, el factor de crecimien-
to endotelial wvascular, la integrina, la trombopoyetina (TPO),
los factores de crecimiento nervioso, por ejemplo el NGF-B, el
factor de crecimiento plaquetario; los factores de crecimiento
de transformacidén (TGFs), por ejemplo el TGF-a y el TGF-B, los
factores de crecimiento I y II de tipo insulina, la eritropo-
yetina (EPO), los factores osteoinductivos; los interferones,
por ejemplo el interferdn o, B v v, los factores estimuladores
de formacidén de colonias (CSFs), por ejemplo el macrdé6fago-CSF
(M-CSF), el granulocito-macréfago-CSF (GM-CSF) y el granuloci-
to CSF (G-CSF), las interleucinas (ILs), por ejemplo el IL-1,
i.-l«, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-11, IL-12, un factor de necrosis tumoral, por ejemplo el
TNF-o o TNF-B, y otros factores polipeptidicos, incluidos el
LIF y un ligando de kit (KL). Tal como se emplea aqui, el tér-
mino citogquina incluye a las proteinas de fuentes naturales o
procedentes de cultivos celulares recombinantes y los equiva-
lentes bioligicamente activos de las citoquinas de secuencias
naturales.

El término “cantidad eficaz” indica la cantidad que pro-
porciona el efecto deseado. En el caso del ingrediente de una
formulacidén, como pueda ser la enzima hialuronidasa segun la
presente invencidn, la cantidad eficaz es la cantidad necesa-
ria para aumentar la dispersidén y la absorcidén del anticuerpo
anti-CD20 administrado simultaneamente, de tal manera que el
anticuerpo anti-CD20 pueda actuar de modo terapéuticamente

eficaz del modo antes descrito. En el caso de una sustancia
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farmacéutica, es la cantidad de ingrediente activo eficaz para
tratar una enfermedad en el paciente. Si la enfermedad es un
cancer, la cantidad eficaz de farmaco puede reducir el numero
de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir
(es decir, frenar en cierta medida y con preferencia detener)
la infiltracidén de células cancerosas en los 6rganos periféri-
cos colindantes; inhibir (es decir, frenar en cierta medida y
con preferencia detener) la metastasis tumoral; inhibir en
cierta medida el crecimiento del tumor; y/o aliviar en cierta
medida uno o mas sintomas asociados con el céancer. En la medi-
da en la que el farmaco puede impedir el crecimiento y/o matar
las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o
citotdéxico. La cantidad eficaz puede prolongar la progresidn
de la supervivencia libre, traduciéndose en una respuesta ob-
jetiva (incluidas la respuesta parcial, PR, y la respuesta
completa, CR), prolongar el tiempo total de supervivencia y/o
mejorar uno o mas sintomas del cancer.

El término “formulacidén farmacéutica” indica una prepa-
racidén que se presenta en una forma tal que permite que sea
eficaz la actividad bioldgica del ingrediente activo y que no
contiene componentes adicionales que puedan ser tdéxicos en
grado inaceptable para el sujeto, al que se pretende adminis-
trar la formulacidén. Tales formulaciones son estériles.

Una formulacidén “estéril” es aséptica o exenta de cual-
quier organismo vivo y de sus esporas.

Una formulacidén “aceptable” es aquella, en la que todas
las proteinas que contiene conservan esencialmente su estabi-

lidad fisica y/o su estabilidad gquimica y/o su actividad bio-
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l6gica durante el almacenaje a la temperatura prevista para
dicho almacenaje, p.ej. entre 2 y 8°C. Con preferencia, la
formulacidén conserva esencialmente su estabilidad fisica vy
quimica asi como su actividad bioldgica durante el almacenaje.
El periodo de almacenaje se elige en general en base a la es-
tabilidad al almacenaje que se pretende para dicha formula-
cidén. Ademas, la formulacidn es estable con preferencia des-
pués de congelar (p.ej. a -20°C) y descongelar la formulaciédn,
por ejemplo después de 1 o mas ciclos de congelacidén y descon-
gelacidén. En la técnica se dispone de varias técnicas analiti-
cas para medir la estabilidad de 1las proteinas, gque se han
revisado por ejemplo en: Peptide and Protein Drug Delivery,
pp. 247-301, Vincent Lee, coord., editorial Marcel Dekker
Inc., Nueva York, 1991 y en: Jones, A., Adv. Drug Delivery
Rev. 10, 29-90, 1993. La estabilidad puede medirse a una tem-
peratura seleccionada para un periodo de tiempo seleccionado.
La estabilidad puede evaluarse cualitativa y/o cuantitativa-
mente de muy diversas maneras, incluida la evaluacidédn de la
formacidén de agregados (empleando por ejemplo la cromatografia
de exclusidén de tamafios, midiendo la turbidez y/o por inspec-
cidén wvisual); la evaluacién de la heterogeneidad de cargas
empleando la cromatografia de intercambio catidénico o la elec-
troforesis de zonas capilares; el analisis SDS-PAGE para com-
parar el anticuerpo reducido y el intacto; la evaluacién de la
actividad bioldégica o la funcidén del anticuerpo de fijacidn
sobre el antigeno; etc. La inestabilidad puede implicar uno o
mas hechos como los siguientes: agregacidén, desamidacidn

(p.ej. desamidacidén de la Asn), oxidacidédn (p.ej. oxidacidn de
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la Met), isomerizacidén (p.e]j. isomerizacidn de la Asp), grapa-
do/hidrélisis/fragmentacidén (p.ej. fragmentacidén de la regidn
bisagra), formacidédn de succinimida, cisteina(s) desaparea-
da(s), etc.

Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos em-
pleados con arreglo a la presente invencidédn se preparan para
el almacenaje mezclando opcionalmente un anticuerpo que tenga
el grado deseado de pureza con 1los vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 16% edicidén, Osol, A., coord., 1980),
en forma de formulaciones liofilizadas o de soluciones acuo-
sas. Los wvehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no
son téxicos para los consumidores en las dosis y concentracio-
nes empleadas.

El término “tensioactivo” se emplea aqui para indicar
un agente tensiocactivo farmacéuticamente aceptable. En la
formulacidédn de la invencidn, la cantidad de tensioactivo se
describe como porcentaje expresado en peso/volumen. La unidad
empleada con mayor frecuencia de peso/volumen es el mg/ml.
Los tensiocactivos farmacéuticamente aceptables incluyen a los
ésteres polietileno-sorbita-acidos grasos (Tween), los poli-
etilen-polipropilen-glicoles, los poli(éxido de etileno)-
estearatos, los éteres de alquilo de pli(oxido de etileno),
p.ej. los monolauril-éteres de poli(é6xido de etileno), 1los
éteres e alquilfenilpoli(6xido de etileno) (Triton X), 1los
copolimeros de poli(éxido de etileno)-poli(é6xido de propi-
leno) (Poloxamer, Pluronic) vy los dodecilsulfato sdédicos

(SDS) . Los ésteres de poli(déxido de etileno)-sorbita-acidos
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grasos mas indicados son los polisorbatos 20 (suministrados
con el nombre comercial de Tween™ 20) y los polisorbatos 80
(suministrados con el nombre comercial de Tween™ 80). Los
copolimeros de polietileno-polipropileno mas apropiados son
los suministrados con los nombres de Pluronic® F68 o Poloxa-
mer™ 188. Los polioxietileno-estearatos preferidos son los
suministrados con el nombre comercial de Myrj™. Los éteres de
alquilo de poli(6xido de etileno) més apropiados son los que
suministran con el nombre de Brij™. Los éteres de alquilfe-
nol-poli (6xido de etileno) més apropiados son los gue sumi-
nistran con el nombre comercial de Triton X.

El término “tampdén” se emplea aqui para indicar un tam-
pdén farmacéuticamente aceptable. Tal como se emplea aqui, la
expresidén “agente tampdn que proporciona un pH de 5,5 + 2,0”
indica un agente que proporciona una solucidén que resiste los
cambios de pH gracias a sus componentes conjugados aci-
do/base. Los tampones farmacéuticamente aceptables incluyen
pero no se limitan a: tampones de histidina, tampones citra-
to, tampones gluconato, tampones succinato, tampones acetato,
tampones glicilglicina, otros tampones &cidos organicos vy
tampones fosfato. Los tampones ©preferidos contienen L-
histidina o mezclas de L-histidina con clorhidrato de L-
histidina con agentes isotdénicos, potencialmente con ajuste
del pH con un &cido o una base, ya conocidos en la técnica.
El mé&s preferido es el tampdn de L-histidina.

Un “tampdén de histidina” es un tampdn gque contiene el
aminoadcido histidina. Los ejemplos de tampones histidina in-

cluyen el cloruro de histidina, el acetato de histidina, el
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fosfato de histidina, el sulfato de histidina. El1 tampdn de
histidina preferido a tenor de lo descrito en los ejemplos
que siguen es el cloruro de histidina. En una forma preferida
de ejecucidn, el tampdn cloruro de histidina se prepara valo-
rando la L-histidina (base libre, s6élido) con &cido clorhi-
drico diluido o disolviendo la L-histidina y el clorhidrato
de L-histidina (p.ej. monohidratado) en una cantidad y pro-
porcidn definidas.

Se entiende por “isotdénico” que la formulacidn de inte-
rés tiene esencialmente la misma presidén osmdédtica que la san-
gre humana. Las formulaciones isotdnicas tendradn en general
una osmolalidad de ~300 mOsm/kg. La isotonicidad puede medir-
se empleando un osmbémetro de tipo de presidén de vapor o de
depresidédn de punto de congelacidn.

El término “agentes isotdénicos” se emplea aqui para in-
dicar agentes isotdédnicos farmacéuticamente aceptables. Los
agentes isotdédnicos se emplean para obtener una formulacidn
isotdénica. Una formulacidén isotdnica es un liquido o un 1li-
quido reconstituido a partir de una forma sdbdélida, p.ej. una
forma liofilizada e indica una solucidén que tiene la misma
tonicidad que otra solucidédn con la gue se compara, pPor ejem-—
plo una solucidn salina fisioldgica y el suero sanguineo. Los
agentes isotédénicos iddéneos incluyen, pero no se limitan a:
sales, incluidos pero sin limitarse a ellos: el cloruro sbédi-
co (NaCl) o el cloruro potésico, los azlUcares, incluidos pero
sin limitarse a ellos: la glucosa, la sucrosa, la trehalosa o
la glicerina y cualgquier componente del grupo de los aminoa-

cidos, azucares, sales y combinaciones de 1los mismos. Los
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agentes isotdnicos se emplean por 1lo general en una cantidad
comprendida entre 5 mM y 350 mM.

El término “liquido” empleado aqui en relacidén con la
formulacidén segun la invencidn indica una formulacidn que es
ligquida a una temperatura por lo menos de 2 a 8°C.

El término “liofilizado” empleado aqui en relacidn con
la formulacidén segun la invencidén indica una formulacidn que
se ha secado por congelacidn y posterior sublimacidén del hie-
lo del contenido congelado por cualquier método de liofiliza-
cidén ya conocido en la técnica, por ejemplo con las maquinas
de liofilizacidén disponibles en el mercado.

El término “sales” se emplea aqui para indicar una sal
entre 1 mM y 500 mM. Los ejemplos no limitantes de sales in-
cluyen sales de cualquier combinacidén de cationes sodio, po-
tasio, calcio o magnesio con aniones cloruro, fosfato, citra-
to, succinato, sulfato o mezclados de los mismos.

El término “aminoacido” se emplea aqui para indicar un
aminodcido en una cantidad de 1 a 100 mg/ml, gque comprende
pero no se limita a: arginina, glicina, ornitina, glutamina,
asparagina, lisina, histidina, acido glutédmico, acido aspar-
tico, isoleucina, leucina, alanina, fenilalanina, tirosina,
triptéfano, metionina, serina, prolina.

Un “sacarido” abarca aqui la composicidén general (CH,0),
y sus derivados, incluidos los monosacaridos, disacéaridos,
trisacédridos, polisacaridos, alcoholes de azlUcar, azucares
reductores, azlcares no reductores, etc. Los ejemplos de los
sacaridos presentes incluyen a la glucosa, sucrosa, trehalosa,

lactosa, fructosa, maltosa, dextrano, glicerina, dextrano,
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eritrita, glicerina, arabita, silita, sorbita, manita, meli-
biosa, melezitosa, rafinosa, manotriosa, estaquiosa, maltosa,
lactulosa, maltulosa, glucita, maltita, lactita, isomaltulosa,
etc. Se incluyen también dentro de la invencidn la glucosami-
na, N-metilglucosamina (también llamada “meglumina”), galacto-
samina y acido neuraminico y las combinaciones de los sacari-
dos segun la invencidédn. Aqui, el sacarido preferido es un di-
sacarido no reductor, por ejemplo la trehalosa o la sucrosa.
El sacarido més preferido segun la presente invencidn es la
trehalosa.

El término “estabilizador” indica estabilizadores far-
macéuticamente aceptables, por ejemplo pero sin limitarse a
ellos: los aminoacidos y azucares descritos en las secciones
anteriores asi como los dextranos de todo tipo y peso molecu-
lar ya conocidos en la técnica, que son productos comercia-
les.

El término “antioxidante” indica un antioxidante farma-
céuticamente aceptable. Este puede incluir excipientes del
tipo metionina, alcohol bencilico o cualquier otro excipiente
empleado para minimizar la oxidacién.

El término “un método de tratamiento” o sus equiva-
lentes cuando se aplican, por ejemplo, al cancer indican un
procedimiento o modo de accidén disefiado para reducir o elimi-
nar el numero de células cancerosas de un paciente o para
aliviar los sintomas de un cancer. “Un método de tratamiento”
del cancer o de otro trastorno proliferativo no significa
necesariamente que las células cancerosas u otros trastornos

se eliminardn realmente, sino que el nUmero de células o el
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trastorno se reduciran de hecho o que los sintomas del céancer
o de otro trastorno se aliviarédn realmente. A menudo, un mé-
todo de tratamiento del cancer se efectuard incluso cuando
tenga poca probabilidad de éxito, pero que, dado el historial
médico del paciente y el periodo de supervivencia estimado
del mismo, se cree que a pesar de todo inducird un curso de
accidén beneficioso en su conjunto.

El problema que se pretende solucionar con la presente
invencidén consiste, pues, en desarrollar nuevas formulaciones
farmacéuticas estables, muy concentradas, de un anticuerpo
anti-CD20 farmacéuticamente activo o una mezcla de tales molé-
culas de anticuerpo para la inyeccidn subcutédnea. Tales formu-
laciones, ademas de cantidades muy elevadas de anticuerpo an-
£i-CD20 o mezclas de los mismos, contienen un agente tampédn,
un estabilizador o una mezcla de dos o méas estabilizadores, un
tensioactivo no idénico y con preferencia una cantidad eficaz
por lo menos de una enzima hialuronidasa. La preparacidén de
formulaciones muy concentradas de anticuerpos es un gran reto
porgue se produce un aumento potencial de viscosidad cuando la
concentracibén de proteinas es mas elevada y un aumento poten-
cial de la agregacidén de proteinas, un fendmeno que de por si
depende de la concentracidén. Las viscosidades elevadas inciden
negativamente en la viabilidad del proceso (p.ej. los pasos de
bombeo y de filtracidén) de las formulaciones de anticuerpos y
de la administracién (p.ej. aptitud para la administracidén con
jeringuilla). Con la adicidén de los excipientes se logra en
algunos casos disminuir las viscosidades elevadas. El1l control

y el anadlisis de la agregacidén de proteinas es un reto cada
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vez mayor. La agregacidén puede presentarse potencialmente du-
rante varios pasos del proceso de fabricacidn, que incluyen la
fermentacidén, purificacidén, formulacidn y también durante el
almacenaje. En el comportamiento de agregacidén de una proteina
terapéutica pueden influir diferentes factores, por ejemplo la
temperatura, la concentracidén de la proteina, el estrés causa-
do por la agitacidén, la congelacidn y la descongelacidn, 1los
efectos de los disolventes y tensiocactivos y las modificacio-
nes guimicas. Durante el desarrollo de una formulacidn muy
concentrada de anticuerpo, tiene que efectuarse un seguimiento
y un control de la tendencia de la proteina a la agregacidn
mediante la adicidén de diversos excipientes y tensioactivos
[Kiese, S. y col., J. Pharm. Sci. 97(10), 4347-4366, 2008].

En un primer aspecto, la presente invencidédn proporciona
una formulacidén farmacéutica estable, muy concentrada, de un
anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente activo o una mezcla de
tales moléculas de anticuerpo para la aplicacidén parenteral.
Con preferencia, la via de aplicacién es la administraciédn
intravenosa en forma de bolo o de infusidén continua durante un
periodo de tiempo por via intramuscular, intraperitoneal, in-
tracerobrospinal, subcutédnea, intra-articular, intrasinovial,
o intratecal. Es preferida la administracién de los anticuer-
pos por via intravenosa o subcutédnea; es preferida en especial
la inyecciédén subcutdnea. Tal como se ha descrito antes, no es
fdcil generar una formulacidén farmacéutica de un anticuerpo
anti-CD20 estable, muy concentrada, dque esté esencialmente
libre de particulas. Si se pretende que dicha formulacidén se

destine a la aplicacidén subcuténea, entonces, en una forma
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preferida de ejecucidn, dicha formulacidn se combina con una
enzima hialuronidasa.

Mas en concreto, la formulacidédn farmacéutica estable,
muy concentrada, de un anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente
activo es una formulacidn de la presente invencidn que contie-
ne:

- aprox. de 20 a 350 mg/ml de anticuerpo anti-CD20;

- aprox. de 1 a 100 mM de un agente tampdn gque propor-
cione un pH de 5,5 £ 2,0;

- aprox. de 1 a 500 mM de un estabilizador o una mezcla
de dos o mas estabilizadores, en la que opcionalmente la me-
tionina se emplea como estabilizador secundario, con preferen-
cia en una concentracidén de 5 a 25 mM;

- del 0,01 al 0,1 % de un tensioactivo no idnico; y

- con preferencia una cantidad eficaz por lo menos de
una enzima hialuronidasa.

La formulacidén farmacéutica estable, muy concentrada, de
un anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente activo de la presen-
te invencidén puede prepararse en forma liquida o puede prepa-
rarse en forma liofilizada. La concentracién de anticuerpo
dentro de la formulacidén reconstituida puede aumentarse por
reconstitucién de una formulacidén liofilizada para obtener una
concentracibén de proteina dentro de la formulacidén reconsti-
tuida que se sitla aprox. entre 2 y 40 veces mayor que la con-
centracién de proteina en la mezcla antes del paso de la lio-
filizacién.

La concentracién preferida de anticuerpo anti-CD20 se

sittla entre 50 y 150 mg/ml, la especialmente preferida entre
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75 yv 150 mg/ml, la incluso més preferida en 120 * 20 mg/ml, la
particularmente preferida en aprox. 120 mg/ml.

La concentracidédn preferida del agente tampdn se situa
entre 1 y 50 mM, con mayor preferencia entre 10 y 30 mM; la
concentracidén especialmente preferida es aprox. de 20 mM. Los
expertos conocen varios agentes tampdn de la técnica, ya des-
critos antes. El1 agente tampdn preferido se elige entre el
grupo formado por un tampdn histidina, un tampdn acido acético
y un tampdn acido citrico, con preferencia especial un tampdn
L-histidina/HCl. El1 tampbén histidina segun la invencidén se
emplea en una cantidad aprox. de 1 mM a 50 mM, con preferencia
de aprox. 10 mM a 30 mM y con mayor preferencia todavia de
aprox. 20 mM. El tampdén acido acético segun la invencidn es
con preferencia de aprox. 10 mM a 30 mM y con preferencia es-
pecial de aprox. 20 mM. El tampdn acido citrico segun la in-
vencidén se sitla con preferencia aprox. entre 10 mM y 30 mM y
con preferencia especial en aprox. 20 mM.

Con independencia del tampdn utilizado, el pH se ajusta-
rda en un valor comprendido aprox. entre 4,5 y 7,0 y con prefe-
rencia aprox. entre 5,5 y 6,5, también con preferencia entre
el grupo formado por 5,5, 6,0, 6,1 yv 6,5. Este pH puede conse-
guirse ajustando con un acido o con una base conocidos en la
técnica o empleando mezclas adecuadas de componentes tampdn o
por ambos métodos.

El o los estabilizadores (que se emplean como sindénimos
con el término “agente estabilizador” en la presente descrip-
cién de patente) se elige(n) con preferencia entre el grupo

formado por una sal, un hidrato de carbono, un sacdrido y ami-
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noacidos(s), con mayor preferencia un hidrato de carbono o un
sacarido, con mayor preferencia un azucar admitido por las
autoridades como aditivo o excipiente apropiado para formula-
ciones farmacéuticas, elegido con preferencia especial entre
el grupo formado por la o,a-trehalosa dihidratada, NaCl y me-
tionina. La concentracidén preferida del estabilizador se situa
entre 15 y 250 mM, o con mayor preferencia entre 150 y 250 mM.
Es especialmente preferida una concentracidén de aprox. 210 mM.
La formulacidén puede contener un estabilizador secundario, en
cuyo caso este estabilizador secundario serd con preferencia
la metionina, con preferencia en una concentraciédn de 5 a 25
mM, con mayor preferencia en una concentracidén de 5 a 15 mM.
La concentracidén especialmente preferida de la metionina es
aprox. de 10 mM.

El tensiocactivo no idénico es con preferencia un polisor-
bato, se elige con mayor preferencia entre el grupo formado
por el polisorbato 20, polisorbato 80 y un copolimero de poli-
etileno-polipropileno. La concentracién del tensioactivo no
iénico se situa entre el 0,01 y el 0,1 % (p/v), o entre el
0,02 y el 0,08 % (p/v) y con preferencia entre el 0,02 y el
0,06 % (p/v), con preferencia especial en aprox. el 0,06 %
(p/v) .

El término “azucar” se emplea aqui para indicar un azu-
car farmacéuticamente aceptable, empleado en una cantidad com-
prendida entre 25 mM y 500 mM. Con preferencia entre 100 y 300
mM. Con mayor preferencia entre 180 y 240 mM. Con preferencia

especial en 210 mM.
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La concentracidédn de la enzima hialuronidasa dependeréd de
la enzima hialuronidasa concreta que se emplee para la prepa-
racién de la formulacidn segin la invencidn. Los expertos po-
drédn determinar facilmente la cantidad eficaz de enzima hialu-
ronidasa en base a las enseflanzas que se describen a continua-
cidébn. Deberd proporcionarse en una cantidad suficiente, de
modo que sea posible un aumento de la dispersidn y absorcidn
del anticuerpo anti-CD20 co-administrado. La cantidad eficaz
de enzima hialuronidasa se sitla con preferencia entre aprox.
1.000 y 16.000 U/ml, con 1lo cual dicha cantidad equivale
aprox. a un valor entre 0,01 mg y 0,15 mg de proteina, en base
a la actividad especifica supuesta de 100.000 U/mg. La concen-
tracién preferida de la enzima hialuronidasa se sitla aprox.
entre 1.500 y 12.000 U/ml. Es especialmente preferida una con-
centracidén situada aprox. entre 2.000 U/ml y aprox. 12.000
U/ml. Las cantidades recién especificadas equivalen a la can-
tidad de enzima hialuronidasa afiladida inicialmente a la formu-
lacién. La enzima hialuronidasa estd presente en forma de for-
mulacidn final combinada O para el uso en la co-
administracidén, p.ej. en forma de co-formulacidn gque se des-
cribe a continuacidén. El tema importante para la formulaciédn
reivindicada es que a la vez esté disponible para el uso y/o
se inyecte en la forma de la composicidédn reivindicada.

La enzima hialuronidasa puede derivarse de animales,
muestras humanas o fabricarse en base a la tecnologia de DNA

recombinante del modo descrito a continuacidn.
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Mas en especial, las formulaciones farmacéuticas esta-
bles muy concentradas segun la presente invencidédn tienen una
de las composiciones siguientes:

a) de 100 a 150 mg/ml de anticuerpo anti-CD20, dicho an-
ticuerpo es con preferencia el rituximab, el ocrelizumab o el
HuMab<CD20>; de 1 a 50 mM de un tampdn histidina, con prefe-
rencia L-histidina / HCl, de pH aprox. 5,5; de 15 a 250 mM de
un estabilizador, que es con preferencia la o,ca-trehalosa
dihidratada y opcionalmente la metionina como segundo estabi-
lizador, en una concentracidén de 5 a 25 mM; un tensioactivo no
iénico elegido entre el grupo del polisorbato 20 y polisorbato
80, con preferencia del 0,02 al 0,06 % (p/v), y opcionalmente
de 1.000 a 16.000 U/ml de una enzima hialuronidasa, con prefe-
rencia la rHuPH20, con preferencia especial en una concentra-
cién de 2.000 U/ml a 12.000 U/ml.

b) 120 + 20 mg/ml de anticuerpo anti-CD20, este anti-
cuerpo es con preferencia el rituximab, el ocrelizumab o el
HuMab<CD20>; de 10 a 30 mM, con preferencia 20 mM de un tampdn
histidina, con preferencia L-histidina / HCl de pH aprox. 5,5;
de 150 a 250 mM, con preferencia 210 mM de un estabilizador
que es con preferencia la o,oa-trehalosa dihidratada y opcio-
nalmente la metionina como segundo estabilizador, en una con-
centracién de 5 a 25 mM, con preferencia de 5 a 15 mM, con
preferencia especial de 10 mM; un tensioactivo no idénico ele-
gido entre el grupo del polisorbato 20 y el polisorbato 80,
con preferencia del 0,02 al 0,06 % (p/v), y opcionalmente de

1.000 a 16.000 U/ml, con preferencia de 1.500 a 12.000 U/ml,
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con preferencia especial de 2.000 U/ml a 12.000 U/ml de una
enzima hialuronidasa, con preferencia la rHuPH20.

c) 120 mg/ml del anticuerpo anti-CD20, este anticuerpo
es con preferencia el rituximab, el ocrelizumab o el Hu-
Mab<CD20>; de 10 a 30 mM, con preferencia 20 mM de un tampdn
histidina, con preferencia L-histidina / HCl1 de un pH de
aprox. 5,5; de 150 a 250 mM, con preferencia 210 mM de un es-
tabilizador que es con preferencia la o,ca-trehalosa dihidrata-
da y opcionalmente metionina como segundo estabilizador, en
una concentracidén de 5 a 25 mM, con preferencia de 5 a 15 mM,
con preferencia especial 10 mM; un tensioactivo no idénico ele-
gido entre el grupo del polisorbato 20 y el polisorbato 80,
con preferencia del 0,02 al 0,06 % (p/v) y opcionalmente de
1,000 a 16.000 U/ml, con preferencia de 1.500 a 12.000 U/ml,
con preferencia especial de 2.000 U/ml a 12.000 U/ml de una
enzima hialuronidasa, con preferencia la rHuPH20.

d) 120 mg/ml de anticuerpo anti-CD20, con preferencia el
rituximab; 20 mM de un tampdn histidina, con preferencia L-
histidina / HC1l de pH aprox. 5,5; 210 mM de la o,a-trehalosa
dihidratada y opcionalmente 10 mM de metionina como segundo
estabilizador; un tensioactivo no iénico elegido entre el gru-
po del polisorbato 20 y el polisorbato 80, con preferencia del
0,02 al 0,06 % (p/v), y opcionalmente de 2.000 U/ml a 12.000
U/ml de una enzima hialuronidasa, con preferencia la rHuPH20.

e) una formulacidén liofilizada que contiene 120 mg/ml
del anticuerpo anti-CD20, con preferencia el rituximab; 20 mM
de un tampdén histidina, con preferencia la L-histidina/HC1l de

pH aprox. 5,5; 210 mM de o,a-trehalosa dihidratada y opcional-
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mente 10 mM de metionina como segundo estabilizador; un ten-
sioactivo no idénico elegido entre el grupo del polisorbato 20
y el polisorbato 80, con preferencia del 0,02 al 0,06 % (p/v),
y opcionalmente de 2.000 U/ml a 12.000 U/ml de una enzima hia-
luronidasa, con preferencia la rHuPH20.

Se proporciona una formulacidén farmacéutica estable de
un anticuerpo anti-CD20 farmacéuticamente activo que contiene
de aprox. 30 mg/ml a 350 mg/ml, por ejemplo de 30 mg/ml a 100
mg/ml (incluidos aprox. 30 mg/ml, aprox. 50 mg/ml o aprox. 100
mg/ml) de ocrelizumab (p.ej. el 2H7.v16 humanizado); de aprox.
1 a 100 mM de un agente tampdn (p.ej. acetato sdbdico) que
ajuste el pH a 5,5 £ 2,0 (p.ej. pH 5,3); aprox. de 15 a 250 mM
de un estabilizador o una mezcla de dos o mas estabilizadores
(incluida la trehalosa, p.ej. aprox. un 8 % de trehalosa dihi-
dratada); aprox. del 0,01 al 0,1 % (p/v) de un tensioactivo no
idénico; y opcionalmente una cantidad eficaz por lo menos de
una enzima hialuronidasa (p.ej. la rHuPH20), con preferencia
en una cantidad de aprox. 1.500/ml a aprox. 12.000 U/ml.

Las composiciones alternativas de formulaciones preferi-
das se describen en los ejemplos.

Se ha propuesto facilitar la inyeccién subcutédnea de
proteinas y anticuerpos terapéuticos empleando pequefias canti-
dades de las glucoproteinas hialuronidasa solubles (sHASEGPs);
véase WO 2006/091871. Se ha constatado que la adicidén de glu-
coproteinas hialuronidasa solubles (en forma de formulacidn
combinada o por co-administracidén) facilita la administracidn
del féarmaco terapéutico a la hipodermis. Con despolimerizacidn

rapida del hialuronano HA en el espacio extracelular sHASEGP
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se reduce la viscosidad del intersticio, con lo cual aumenta
la conductancia hidrédulica y se consigue la administracidn de
volumenes mayores de forma segura y confortable al tejido sub-
cutaneo. La mayor conductancia hidraulica inducida por la sHA-
SEGP gracias a la viscosidad intersticial reducida permite una
mayor dispersidn, aumentando potencialmente la biodisponibili-
dad sistémica del farmaco terapéutico administrado por via
s.c.

Las formulaciones farmacéuticas estables muy concentra-
das de la presente invencidn que contienen una glucoproteina
hialuronidasa soluble son, pues, especialmente indicadas para
la inyeccién subcutanea. Los expertos entenderan facilmente
que tal formulacidn, que contiene un anticuerpo anti-CD20 vy
una glucoproteina hialuronidasa soluble, puede proporcionarse
para la administracién en forma de formulacidédn combinada Unica
0 como alternativa en forma de dos formulaciones separadas que
pueden mezclarse inmediatamente antes de la inyeccidn subcuta-
nea. Como alternativa, el anticuerpo anti-CD20 y la glucopro-
teina hialuronidasa soluble pueden administrarse en forma de
inyecciones separadas en diferentes partes del cuerpo, con
preferencia en zonas muy probéximas entre si. Es posible ademés
inyectar los agentes terapéuticos presentes en la formulacidn
segun la presente invencidén en forma de inyecciones sucesivas,
p.ej. en primer lugar la glucoproteina hialuronidasa soluble y
después la inyeccidén de la formulacidédn del anticuerpo anti-
CD20. Estas inyecciones pueden efectuarse también en orden
inverso, a saber, en primer lugar la inyeccidén de la formula-

cién del anticuerpo anti-CD20 y después la inyeccidn de la
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glucoproteina hialuronidasa soluble. En el caso de que el an-
ticuerpo anti-CD20 y la glucoproteina hialuronidasa soluble se
administren en forma de inyecciones separadas, una o ambas
proteinas pueden aportarse con el agente tampdn, el o los es-
tabilizadores y el tensioactivo no idnico, en las concentra-
ciones especificadas en las reivindicaciones que siguen, pero
excluyendo la enzima hialuronidasa. La enzima hialuronidasa
puede aportarse después, p.ej. en el tampdn de L-histidina/HC1
de pH aprox. 6,5, de 100 a 150 mM de NaCl y del 0,01 al 0,1 %
(p/v) del polisorbato 20 o del polisorbato 80. En una forma
preferida de ejecucidn se aporta el anticuerpo anti-CD20 con
el agente tampdn, el o los estabilizadores y el tensioactivo
no idénico, en las concentraciones especificadas en las reivin-
dicaciones anexas.

Tal como se ha indicado antes, la glucoproteina hialuro-
nidasa soluble puede considerarse como un excipiente mas de la
formulacidén del anticuerpo anti-CD20. La glucoproteina hialu-
ronidasa soluble puede afiadirse a la formulacidédn del anti-CD20
durante la fabricacidén de la formulacidn del anti-CD20 o puede
afiadirse poco antes de la inyeccidén. Como alternativa, la glu-
coproteina hialuronidasa soluble puede aportarse en forma de
inyeccibén separada. En este ultimo caso, la glucoproteina hia-
luronidasa soluble puede aportarse en un vial separado, ya sea
en forma liofilizada que tiene que reconstituirse con diluyen-
te apropiados antes de que tenga lugar la inyeccidn subcutéa-
nea, ya sea en forma de formulacidédn liquida facilitada por el
fabricante. La formulacidén del anti-CD20 y la glucoproteina

hialuronidasa soluble puede aportarse en forma de entidades
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separadas o bien aportarse en forma de kits que contengan tan-
to los componentes inyectables como las instrucciones apropia-
das para su administracidén subcutédnea. Pueden aportarse tam-
bién las instrucciones apropiadas para la reconstitucidn y/o
administracién de una o de ambas formulaciones.

Por consiguiente, la presente invencidn proporciona tam-
bién composiciones farmacéuticas que contienen de una formula-
cidébn farmacéutica estable, muy concentrada, de un anticuerpo
anti-CD20 farmacéuticamente activo o una mezcla de dicho anti-
cuerpo y una cantidad adecuada por lo menos de una enzima hia-
luronidasa en forma de kit que contienen tanto los componentes
de la inyeccidén como las instrucciones adecuadas para su admi-
nistracidén subcuténea.

Otro aspecto de la presente invencidén se refiere a dis-
positivo de inyeccidén que contiene una formulacidén farmacéuti-
ca estable, muy concentrada, segun la presente invencidén. Tal
formulacidén puede constar de un anticuerpo anti-CD20 farmacéu-
ticamente activo o una mezcla de tales moléculas de anticuerpo
y excipientes apropiados descritos a continuacidén y puede con-
tener ademds una glucoproteina hialuronidasa soluble ya sea
como formulacidén combinada, ya sea como formulacidén separada
para la co-administracidn.

En la técnica anterior se conoce una gran variedad de
anticuerpos anti-CD20. Dichos anticuerpos son con preferencia
anticuerpos monoclonales. Pueden ser también anticuerpos lla-
mados quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos total-
mente humanos. Pueden ser anticuerpos anti-CD20 de longitud

completa; fragmentos de anticuerpo anti-CD20 que tengan la
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misma actividad bioldégica; incluidas las variantes de secuen-
cias de aminoédcidos y / o variantes de glucosilacidén de dichos
anticuerpos o fragmentos. Los ejemplos de anticuerpos anti-
CD20 humanizados se conocen ya con los nombres INN de rituxi-
mab, ocrelizumab vy afutuzumab (HuMab<CD20>). El anticuerpo
anti-CD20 terapéutico de mayor éxito es el rituximab suminis-
trado por Genentech Inc. y F. Hoffmann-La Roche Ltd. con los
nombres comerciales de MABTHERA™ o RITUXAN™,

El anticuerpo anti-CD20 aqui definido se elige con pre-
ferencia entre el grupo del rituximab (véase p.ej. la patente
Us-7,381,560 y la EP-2000149B1 de Anderson y col., véanse
p.ej. las figuras 4 vy 5), el ocrelizumab (descrito en WO
2004/056312) y WO 2006/084264 (p.ej. las variantes descritas
en las tablas 1 y 2), con preferencia la variante v.16 o v.114
o v.511 y el afutuzumab (HuMab<CD20>; véase WO 2005/044859).
El anticuerpo anti-CD20 méas preferido es el rituximab. Los
términos “rituximab”, “ocrelizumab” y “afutuzumab” (Hu-
Mab<CD20>) incluyen a todos los anticuerpos anti-CD20 corres-
pondientes que cumplen los requisitos necesarios para obtener
el permiso de comercializcidén en su calidad de producto idén-
tico o biosimilar en el pais o territorio elegido entre el
grupo de paises formado por los Estados Unidos, Europa y Ja-
pdén. E1l rituximab tiene las regiones CDR definidas en la pa-
tente US-7,381,560 y en el documento EP-2000149B1.

En la técnica anterior se conoce ya un gran nUmero de
glucoproteinas hialuronidasas solubles. Con el fin de seguir

definiendo el funcionamiento, el mecanismo de accidén y las
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propiedades de tales glucoproteinas hialuronidasas solubles se
aporta la siguiente informacidn basica.

La matriz intersticial (hipodérmica) SC esta formada por
una red de proteinas fibrosas inmersas en un gel viscoelastico
de glucosaminoglucanos. El1 hialuronano (HA), un disacéarido
lineal de unidades repetitivas no sulfatadas, es un glucosami-
noglucano importante del tejido SC. Los fibroblastos secretan
el HA al intersticio en forma de polimero viscoso, de alto
peso molecular de megadaltones, que después se degrada local-
mente, en la linfa y en el higado, por accidédn de las hialuro-
nidasas liosdémicas y de las exoglucosidasas. Aproximadamente
el 50% del hialuronano del cuerpo se produce en el tejido SC,
en el que se encuentra en aproximadamente 0,8 mg/g de peso de
tejido humedo [Aukland, K. y Reed, R., “Interstitial-Lymphatic
Mechanisms in the control of Extracellular Fluid Volume”, en:
Physiology Reviews 73, 1-78, 1993]. Se estima que en promedio
por 70 kg de persona adulta existen 15 gramos de HA, de los
cuales el 30 por ciento se transforma cada dia (se sintetiza y
se degrada) [Laurent, L.B. y col., “Catabolism of hyaluronan
in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes and liver”,
Exp. Physiol. 76, 695-703, 1991]. Como principal constituyente
del componente de tipo gel de la matriz hipodérmica, el HA
contribuye significativamente a su viscosidad.

Los glucosaminoglucanos (GAGs) son polisacaridos linea-
les complejos de matriz extracelular (ECM). Los GAGs se carac-
terizan por estructuras disacadrido repetitivas de una hexo-
samina N-sustituida y un &cido urdnico (en el caso del hialu-

ronano (HA), el sulfato de condroitina (CS), 1la condroitina
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(C), el sulfato de dermatano (DS), el sulfato de heparano (HS)
y la heparina (H)) o la galactosa (en el caso del sulfato de
queratano (KS)). Excepto para el HA, todos estadn unidos con
enlace covalente a las proteinas del nucleo. Los GAGs y sus
proteinas de nlUcleo guardan relacidn estructural con los pro-
teoglucanos (PGs).

El hialuronano (HA) se ha encontrado en mamiferos, de
modo predominante en los tejidos conjuntivos, la piel, 1los
cartilagos y el liquido sinovial. El hialuronano es ademas el
principal constituyente del humor vitreo del ojo. En el tejido
conjuntivo, el agua de hidratacidén asociada con el hialuronano
crea matrices hidratadas entre los tejidos. E1 hialuronano
desempefia un papel clave en los fendmenos bioldgicos asociados
con la movilidad celular, incluido el desarrollo rapido, la
regeneracidén, la reparacidn, la embriogénesis, el desarrollo
embrioldédgico, la curacidén de las heridas, la angiogénesis y la
tumorigénesis (Toole, Cell Biol. Extracell. Matrix, Hay
(coord.), Plenum Press, Nueva York, 1991; pp. 1384-1386; Ber-
trand y col., Int. J. Cancer 52, 1-6, 1992; Knudson y col.,
FASEB J. 7, 1233-1241, 1993]. Ademas, los niveles de hialuro-
nano guardan relacidén con la agresividad de los tumores
[Ozello y col., Cancer Res. 20, 600-604, 1960; Takeuchi vy
col., Cancer Res. 36, 2133-2139, 1976; Kimata y col., Cancer

Res. 43, 1347-1354, 1983].
Se ha encontrado el HA en la matriz extracelular de mu-
chas células, en especial en tejidos conjuntivos blandos. Se

ha asignado el HA para varias funciones fisioldgicas, por

ejemplo en la homeostasis de proteinas en agua y en plasma
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[Laurent, T.C. y col., FASEB J. 6, 2397-2404, 1992). La pro-
duccidén de HA aumenta en las células proliferantes vy puede
desempefiar un papel en la mitosis. Se ha implicado también en
la locomocidédn y la migracidén de las células. Parece que el HA
desempefia un papel importante en la regulacidn, desarrollo y
diferenciacidén celulares [Laurent y col., lugar citado].

El HA se ha empleado en muchas ocasiones en la medicina
clinica. Sus propiedades protectoras de tejidos y reoldgicas
han demostrado ser utiles para la cirugia oftédlmica (p.ej.
para proteger el endotelio de la cdérnea durante la cirugia de
las cataratas). E1 HA en suero es un diagndéstico de la enfer-
medad hepatica y de varios estados patoldgicos inflamatorios,
por ejemplo la artritis reumatoide. El edema intersticial cau-
sado por acumulacidén del HA puede provocar la disfuncidén de
varios oérganos [Laurent y col., lugar citado].

Las interacciones de la proteina hialuronano intervienen
también en la estructura de la matriz extracelular o “sustan-
cia de base”.

Las hialuronidasas son un grupo de enzimas generalmente
activas en medio neutro o &cido, que se hallan en todo el
reino animal. Las hialuronidasas varian en cuanto a especifi-
cidad de sustrato y mecanismo de accién (WO 2004/078140).
Existen tres grupos generales de hialuronidasas:

1. las hialuronidasas de tipo mamifero, (EC 3.2.1.35)
que son endo-beta-N-acetilhexosaminidasas con tetrasacaridos y
hexasacaridos como productos finales principales. Tienen acti-

vidades tanto hidroliticas como de transglucosidasa y pueden
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degradar al hialuronano y a los sulfatos de condroitina (CS),
en general el C4-S y C6-S.

2. las hialuronidasas bacterianas (EC 4.2.99.1) degradan
al hialuronano en varios grados al CS y DS. Son endo-beta-N-
acetilhexosaminidasas que operan mediante una reaccidén de be-
ta-eliminacidn, que da lugar a productos finales primariamente
disacaridos.

3. las hialuronidasas (EC 3.2.1.36) de sanguijuelas,
otros parédsitos y crustaceos son endo-beta-glucuronidasas que
generan productos finales tetrasacaridos y hexasacidridos por
hidrélisis del enlace 1-3-beta.

Las hialuronidasas de mamiferos pueden dividirse ademés
en dos grupos: las enzimas activas en medio neutro y las enzi-
mas activas en medio acido. Existen seis genes de tipo hialu-
ronidasa en el genoma humano: la HYALl, HYALZ2, HYAL3, HYAL4,
HYALP1 y PH20/SPAM1. La HYALPl es un pseudogén y la HYAL3 pa-
rece gque no posee actividad enzimdtica con respecto a los sus-
tratos conocidos. La HYAL4 es un condroitinasa y despliega
poca actividad con respecto al hialuronano. La HYALl es el
prototipo de enzima activa en medio acido y la PH20 es el pro-
totipo de enzima activa en medio neutro. Las hialuronidasas
activas en medio &cido, por ejemplo la HYALl y la HYAL2 care-
cen en general de actividad catalitica en pH neutro (es decir,
pH 7). Por ejemplo, la HYAL]l tiene poca actividad cataitica
“in wvitro” por encima de pH 4,5 [Frost, I.G. y Stern, R., “A
microtiter-based assay for hyaluronidase activity not requi-

ring specialized reagents”, Anal. Biochemistry 251, 263-269,
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1997]. La HYAL2 es una enzima activa en medio acido, gque tiene
muy poca actividad especifica “in wvitro”.

Las enzimas de tipo hialuronidasa pueden caracterizarse
también como aquellas que generalmente estadn bloqueadas por la
membrana del plasma con un anclaje glucosilfosfatidil-
inositol, por ejemplo la HYALZ humana y la PH20 humana [Danil-
kovitch-Miagkova y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100(8),
4580-4585, 2003; Phelps y col., Science 240(4860), 1780-1782,
1988] y las que son generalmente solubles, por ejemplo la
HYAL1l humana [Frost, I.G. y col., “Purification, cloning, and
expression of human plasma hyaluronidase”, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 236(1), 10-15, 1997]. Sin embargo existen varia-
ciones de una especie a otra: la PH20 bovina por ejemplo es
tiene una unidén muy floja con la membrana plasmatica y no esté
anclada mediante un anclaje sensible a fosfolipasa [Lalancette
y col., Biol. Reprod. 65(2), 628-36, 2001]. Esta es la unica
caracteristica de la hialuronidasa bovina que ha permitido el
uso de la enzima hialuronidasa soluble de testiculos bovinos
como extracto para uso clinico (Wydase™, Hyalase™). Otras es-
pecies de PH20 son enzimas ancladas sobre lipidos, que por no
general no son solubles, a menos que intervengan detergentes o
lipasas. Por ejemplo, la PH20 humana estd anclada a la membra-
na plasmadtica mediante un anclaje GPI. Los intentos de sinte-
tizar constructos de PH20-DNA humanos que no introducirian un
anclaje lipido en el polipéptido han conducido a una enzima
cataliticamente inactiva o a una enzima insoluble [Arming vy
col., Eur. J. Biochem. 1; 247(3), 810-4, 1997]. La hialuroni-

dasa de esperma de macaco de origen natural se ha encontrado
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tanto en forma soluble como en forma fijada sobre membrana. La
forma fijada sobre membrana tiene 65 kDa y posee actividad
enzimatica a pH 7,0, mientras que la forma de 54 kDa solamente
es activa a pH 4,0 [Cherr y col., Dev. Biol. 10; 175(1), 142-
53, 1996]. Por lo tanto, las formas solubles de la PH20 a me-
nudo carecen de actividad enzimatica en condiciones neutras.

Tal como se ha indicado antes y con arreglo a las ense-
fianzas del documento WO 2006/091871 y de 1la patente US-
7,767,429 se pueden introducir pequefias cantidades de gluco-
proteinas hialuronidasas solubles (sHASEGPs) en una formula-
cién con el fin de facilitar la administracidén del féarmaco
terapéutico a la hipodermis. Con la HA gque se despolimeriza
rapidamente en el espacio extracelular sHASEGP se reduce la
viscosidad del intersticio, con lo cual aumenta la conductan-
cia hidraulica y se permite la administracidén de volumenes
grandes de modo seguro y confortable al tejido SC. La mayor
conductancia hidraulica inducida por la sHASEGP gracias a la
viscosidad intersticial reducida permite una mayor dispersidn,
aumentando potencialmente la biodisponibilidad sistémica del
farmaco terapéutico administrado por via s.c.

Cuando se inyecta a la hipodermis, la despolimerizacidn
de la HA por accidén de la sHASEGP se localiza en el lugar de
la inyeccién del tejido SC. La evidencia experimental pone de
manifiesto gque la sHASEGP se inactiva localmente en el espacio
intersticial con una vida media de 13 a 20 minutos en los ra-
tones, sin absorcidén sistémica detectable en la sangre después
de una dosis intravenosa uUnica a ratones CD-1. Dentro del com-

partimento vascular, la sHASEGP presenta una vida media de 2,3
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a 5 minutos en ratones y en simios Cynomolgus, respectivamen-
te, con dosis de hasta 0,5 mg/kg. La rapida eliminacidén de la
SHASEGP, combinada con la sintesis continua del sustrato HA en
el tejido SC, da lugar a un aumento de la permeabilidad tran-
sitoria y localmente activa para otras moléculas inyectadas
simultaneamente, cuyos efectos son totalmente reversibles al
cabo de 24 - 48 horas de la administracidédn [Bywaters, G.L. y
col., “Reconstitution of the dermal barrier to dye spread af-
ter Hyaluronidase injection”, Br. Med. J. 2 (4741), 1178-1183,
1951].

Ademas de sus efectos en la dispersidédn local de liqui-
dos, la sHASEGP actta también como un intensificador de absor-
cién. Las macromoléculas de tamafio mayor a 16 kilodaltones
(kDa) quedan excluidas en su mayor parte de la absorcidn a
través de los capilares por difusidén y en su mayor parte se
absorben por drenaje en los ndédulos linfaticos. Una macromolé-
cula administrada por via subcutanea, p.ej. un anticuerpo te-
rapéutico (peso molecular aproximado: 150 kDa) tiene que atra-
vesar por tanto la matriz intersticial antes de alcanzar los
nédulos linfaticos de drenaje para la posterior absorcidn en
el compartimento vascular. Aumentando la dispersidén local, la
SHASEGP aumenta la velocidad (Ka) de absorcidén de muchas ma-
cromoléculas. Esto conduce a mayores niveles pico en sangre
(Cpax) V potencialmente a una mayor biodisponibilidad con res-
pecto a la administracién SC en ausencia de la sHASEGP
[Bookbinder, L.H. y col., “A recombinant human enzime for en-
hanced interstitial transport of therapeutics”, J. Control.

Release 114, 230-241, 2006].
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Los productos de hialuronidasa de origen animal se han
utilizado clinicamente durante mas de 60 afios, primariamente
para aumentar la dispersidén y la absorcidén de otros farmacos
administrados simultdneamente y para la hipodermoclisis (in-
yeccién/infusidén SC de grandes volumenes de liquidos) [Frost
G.I., “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an enabling
platform for subcutaneous drug and fluid administration”, Ex-
pert Opinion on Drug Delivery 4, 427-440, 2007]. Los detalles
del mecanismo de accién de las hialuronidasas se han descrito
extensamente en las publicaciones siguientes: Duran-Reynolds,
F., “A spreading factor in certain snake venoms and its rela-
tion to their mode of action”, C. R. Soc. Biol. Paris 69-81,
1938; Chain, E., “A mucolytic enzime in testes extracts”, Na-
ture 977-978, 1939; Weissmann, B., “The transglycosilative
action of testicular hyaluronidase”, J. Biol. Chem. 216, 783-
94, 1955; Tammi, R., Saamanen, A.M., Maibach, H.I., Tammi, M.,
“Degradation of newly synthesized high molecular mass hyalu-
ronan in the epidermal and dermal compartments of human skin
in organ culture”, J. Invest. Dermatol. 97, 126-130, 1991;
Laurent, U.B.G., Dahl, L.B., Reed, R.K., "“Catabolism of hyalu-
ronan in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes and
liver”, Exp. Physiol. 76, 695-703, 1991; Laurent, T.C. y Fra-
ser, J.R.E., “Degradation of Bioactive Substances: Physiology
and Pathophysiology”, Henriksen, J.H. (coord.), CRC Press,
Boca Raton, FL; 1991, pp. 249-265; Harris, E.N. y col., “Endo-
cytic function, glycosaminoglycan especificity, and antibody
sensitivity of the recombinant human 190-kDa hyaluronan recep-

tor for endocytosis (HARE)”, J. Biol. Chem. 279, 36201-36209,
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2004; Frost, G.I., “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20) :
an enabling platform for subcutaneous drug and fluid admin-
istration”, Expert Opinion on Drug Delivery 4, 427-440, 2007.
Los productos de hialuronidasa aprobados en los paises de la
EU incluyen la Hylase® “Dessau” y la Hyalase®. Los productos
de hialuronidasa de origen animal aprobados en Estados Unidos
incluyen la Vitrase™, Hydase™ y Amphadase™.

La seguridad y la eficacia de los productos de hialuro-
nidasa se han aceptado en gran manera. El1 principal riesgo
para la seguridad que se ha identificado es la hipersensibili-
dad y/o la generacidén de alergia, que se cree guardan relacidn
con la falta de pureza de los preparados de origen animal
[Frost, G.I., “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an
enabling platform for subcutaneous drug and fluid administra-
tion”, Expert Opinion on Drug Delivery 4, 427-440, 2007]. NO-
tese que hay diferencias con respecto a las dosis aprobadas de
hialuronidasas de origen animal entre GB, Alemania y Estados
Unidos. En GB, la dosis habitual en un adyuvante para la in-
yeccidén subcutanea o intramuscular es de 1500 unidades, que se
afladen directamente al inyectable. En Estados Unidos, la dosis
habitual empleada para este fin es de 150 unidades. En la hi-
podermoclisis, la hialuronidasa se emplea para facilitar la
administracidén subcutédnea de volumenes de liquidos relativa-
mente grandes. En GB, se administran en general 1500 unidades
de hialuronidasa por cada 500 - 1000 ml de liquido para la
aplicacién subcuténea. En Estados Unidos se considera que 150
unidades son adecuadas para cada litro de solucidédn de hipoder-

moclisis. En Alemania se considera que 150 - 300 unidades son
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adecuadas para este fin. En GB, la difusién de anestésicos
locales se acelera con la adicidén de 1500 unidades. En Alema-
nia y en Estados unidos se considera que 150 unidades son ade-
cuadas para este fin. Aparte de las diferencias de dosifica-
cién (la dosis en GB es diez veces superior a la de Estados
Unidos), no se han publicado diferencias aparentes en los per-
files de perfiles de seguridad de los productos de hialuroni-
dasa de origen animal comercializados en Estados Unidos y GB,
respectivamente.

El dia 2 de diciembre de 2005, la empresa Halozyme The-
rapeutics Inc. consiguid® el registro sanitario de la FDA para
una formulacidén inyectable de hialuronidasa humana recombinan-
te, la rHuPH20 (HYLENEX™). La FDA ha concedido el registro
sanitario al HYLENEX™ en una dosis de 150 unidades para 1la
administracién SC en las indicaciones siguientes:

- como adyuvante para aumentar la absorcidén y la disper-
sién de otros farmacos inyectados

- para la hipodermoclisis

- como adjunto para la urografia SC para mejorar la re-
sorcién de los agentes radiopacos (impermeables a la radia-
cién) .

Como parte de la revisidén reguladora se ha establecido
que la rHuPH20 posee las mismas propiedades de intensificaciédn
de la dispersidén y de la absorcidn de otros farmacos inyecta-
dos que las preparaciones de hialuronidasa de origen animal
aprobadas previamente, pero con un mejor perfil de seguridad.
En particular, en el caso de la hialuronidasa recombinante

humana (rHuPH20) comparada con 1las hialuronidasas de origen
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animal se minimiza el riesgo potencial de contaminacidén con
los agentes patoldgicos del animal y con las encefalopatias
espongiformes transmisibles.

Las glucoproteinas hialuronidasas solubles (sHASEGP), un
proceso de obtencidén de las mismas y su utilizacidn en compo-
siciones farmacéuticas se han descrito en WO 2004/078140.

El trabajo experimental detallado se describe a conti-
nuacién y pone de manifiesto que la formulacidn reivindicada
tiene de modo sorprendente una estabilidad al almacenaje favo-
rable y cumple todos los requisitos necesarios para la aproba-
cidén por parte de las autoridades sanitarias.

Se cree que la enzima hialuronidasa de la formulacidn
segun la presente invencidén intensifica la entrega del anti-
cuerpo anti-CD20 a la circulacidén sistémica, p.ej. aumentando
la absorcidén de la sustancia activa (actia como intensificador
de permeabilidad). Se cree ademds que la enzima hialuronidasa
aumenta también el aporte de anticuerpo anti-CD20 terapéutico
a la circulacidén sistémica mediante la aplicacidén subcuténea
por una hidrolizacidén reversible del hialuronano, un componen-
te extracelular del tejido intersticial SC. La hidrdélisis del
hialuronano en la hipodermis abre temporalmente canales del
espacio intersticial del tejido SC y, de este modo, mejora el
aporte del anticuerpo anti-CD20 terapéutico a la circulacidn
sistémica. Ademas, la administraciédn provoca menos dolor en
los humanos y menos hinchamiento del tejido SC derivado del
volumen.

La hialuronidasa, si se administra localmente, tiene to-

do su efecto local. En otras palabras, la hialuronidasa se
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inactiva y se metaboliza localmente en minutos y no se ha pu-
blicado que tenga efectos sistémicos ni a largo plazo. La ra-
pida inactivacidén de hialuronidasa en minutos, cuando entra en
el caudal circulatorio, impide la capacidad realista de reali-
zar estudios de biodistribucidn comparables entre los diferen-
tes productos de hialuronidasa. Esta propiedad minimiza tam-
bién cualquier tema potencial de seguridad sistémica, porque
el producto de hialuronidasa no puede actuar en zonas distan-
tes.

La caracteristica comin a todas las enzimas hialuronida-
sas segun la presente invencidédn es su capacidad de despolime-
rizar al hialuronano, con independencia de las diferencias en
su estructura quimica, en fuentes de especie, en fuentes de
tejido, o en los lotes de producto farmacoldgico procedente de
la misma especie y tejido. Son poco usuales por el hecho de
que su actividad es la misma (excepto en potencia), a pesar de
tener estructuras diferentes.

La enzima hialuronidasa segun la formulacidén de la pre-
sente invencidén se caracteriza por no tener efectos adversos
en la integridad molecular del anticuerpo anti-CD20 en la for-
mulacidén farmacéutica estable aqui descrita. Ademéds, la enzima
hialuronidasa modifica simplemente la aportacidén del anticuer-
po anti-CD20 a la circulacidén sistémica, pero no posee otras
propiedades gque pudieran proporcionar o contribuir a los efec-
tos terapéuticos del anticuerpo anti-CD20 absorbido sistémica-
mente. La enzima hialuronidasa no estd biodisponible sistémi-
camente y no afecta negativamente a la integridad molecular

del anticuerpo anti-CD20 en las condiciones de almacenaje re-
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comendadas de la formulacidén farmacéutica estable segun la
invencidén. Debe considerarse, por tanto, como un excipiente de
la formulacidn del anticuerpo anti-CD20 segun esta invenciédn.
Cuando despliega su efecto terapéutico, representa un consti-
tuyente de la forma farmacéutica separada del anticuerpo anti-
CD20 terapéuticamente activo.

En la técnica anterior se conoce ya un gran numero de
enzimas hialuronidasas apropiadas para la presente invencidn.
La enzima preferida es una enzima hialuronidasa humana, con
preferencia especial la enzima conocida como la rHuPH20. La
rHuPH20 forma parte del grupo de las B-1,4-glucosil-hidrolasas
activas en medio neutro y acido, que despolimerizan al hialu-
ronano por hidrdélisis del enlace B-1,4 entre la posicidn C; de
la N-acetil-glucosamina y la posicidén C4 del acido glucurdni-
co. El hialuronano es un polisacarido que se ha encontrado en
la sustancia base intracelular del tejido conjuntivo, por
ejemplo del tejido intersticial subcutédneo y de ciertos teji-
dos especializados, tales como el cordédn umbilical y el humor
vitreo. La hidrdélisis del hialuronano disminuye temporalmente
la viscosidad del tejido intersticial y fomenta la dispersidn
de los liquidos inyectados o de los trasudados o exudados lo-
calizados, facilitando de este modo su absorcidén. Los efectos
de la hialuronidasa son locales y reversibles con la reconsti-
tucidén completa del hialuronano del tejido, que tiene lugar en
un periodo de 24 a 48 horas [Frost, G.I., “Recombinant human
hyaluronidase (rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous
drug and fluid administration”, Expert Opinion on Drug Deli-

very 4, 427-440, 2007]. El aumento de la permeabilidad del
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tejido conjuntivo por la hidrdélisis del hialuronano guarda
relacidén con la eficacia de la hialuronidasa para su aptitud
para aumentar la dispersidén y la absorcidén de las moléculas
administradas simultaneamente.

El genoma humano contiene diversos genes de hialuronida-
sa. Solamente el producto genético de la PH20 posee actividad
eficaz de hialuronidasa en las condiciones extracelulares fi-
sioldégicas y actia como agente de dispersidn, mientras que las
hialuronidasas que son activas en medio acido no poseen esta
propiedad.

La rHuPH20 es la primera enzima hialuronidasa humana vy
la Unica recombinante que actualmente estd disponible para el
uso terapéutico. El1 genoma humano contiene diversos genes de
hialuronidasa; solamente el producto genético de la PH20 posee
actividad eficaz de hialuronidasa en condiciones fisioldgicas
extracelulares y actia como agente de dispersidn. La proteina
PH20 de origen natural tiene un anclaje lipido unido a 1los
aminoadcidos del extremo carboxi, que la une a la membrana
plasmatica. La enzima rHuPH20 desarrollada por Halozyme es una
variante de delecidédn truncada, que carece de tales aminoacidos
en el extremo carboxi, que son los que dan lugar al anclaje
sobre el lipido. Esto produce una enzima soluble, activa a pH
neutro, similar a la proteina que se encuentra en los prepara-
dos de testiculos bovinos. La proteina rHuPH20 se sintetiza
con un péptido de sefial de 35 aminocacidos, que se elimina del
extremo N durante el proceso de secrecidn. La proteina rHuPH20

madura contiene una secuencia ortdloga auténtica en el extremo

{501117.DOC v.1}



10

15

20

25

_76_
N, que se ha encontrado en los preparados de hialuronidasa
bovina.

Las hialuronidasas PH20, incluidas la PH20 derivada de
animales y la rHuPH20 humana recombinante, despolimerizan el
hialuronano por hidrdélisis del enlace f-1,4 entre la posicidn
C; de la N-acetil-glucosamina y la posicidédn C, del &cido glu-
curdnico. E1l tetrasacarido es el producto de digestidén més
pequefio [Weissmann, B., “The transglycosilative action of tes-
ticular hyaluronidase”, J. Biol. Chem. 216, 783-94, 1955].
Esta estructura de N-acetil-glucosamina/4dcido glucurdénico no
se encuentra en los glucanos fijados sobre N de los productos
bioldbgicos recombinantes y, por ello, la rHuPH20 no afectara
la glucosilacidén de anticuerpos, en los que esta formulada,
p.ej. el rituximab. La misma enzima rHuPH20 posee seis gluca-
nos fijados sobre N por molécula, con estructuras de nucleo
similares a las encontradas en los anticuerpos monoclonales.
Tal como se ha anticipado, estas estructuras fijadas sobre N
no cambian con el tiempo, lo cual confirma la falta de activi-
dad enzimadtica de la rHuPH20 de estas estructuras glucano fi-
jadas sobre N. El corto periodo de vida media de la rHuPH20 y
la sintesis constante de hialuronano conducen a una accién
corta y localizada de la enzima en los tejidos.

La enzima hialuronidasa, que es un excipiente de la for-
mulacidén subcutdnea segun la presente invencidn, se obtiene
con preferencia por la tecnologia de DNA recombinante. De este
modo se asegura que se obtendrd siempre la misma proteina (se-
cuencia idéntica de aminodcidos) y que se evitardn las reac-

ciones alérgicas causadas por las proteinas contaminantes pu-
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rificadas simultdneamente durante la extraccidén de un tejido.
La enzima hialuronidasa empleada en la formulacidén segun la
presente invencidén es con preferencia una enzima humana, con
preferencia especial la rHuPH20.

La secuencia de aminoacidos de la rHuPH20 (HYLENEX™) es
bien conocida y estd disponible con el n°® de registro CAS
75971-58-7. Su peso molecular aproximado es de 61 kDa (véase
también la patente US-7,767,429).

Se han realizado multiples comparaciones estructurales y
funcionales entre la hialuronidasa de mamiferos de fuentes
naturales y los clones de cDNA de la PH-20 de humanos y de
otros mamiferos. E1l gen de la PH-20 es el gen empleado para el
producto recombinante rHuPH20; sin embargo, el producto farma-
coldébgico recombinante es una versidn truncada de 447 aminodci-
dos de la proteina completa codificada por el gen de la PH-20.
Las semejanzas estructurales con respecto a las secuencias de
aminoadcidos raramente superan el 60% en ninguna comparacidn.
Las comparaciones funcionales indican que la actividad de la
rHuPH20 es muy similar a la de los productos de hialuronidasa
aprobados anteriormente. Esta informacidén es consistente con
los hallazgos clinicos durante los uUltimos 50 afios, de que
independientemente de la fuente de la hialuronidasa, la segu-
ridad y la eficacia clinicas de las unidades de hialuronidasa
son equivalentes.

El uso de la rHuPH20 en la formulacidén del anticuerpo
anti-CD20 SC segun la presente invencién permite la adminis-
tracidén de grandes volumenes de producto farmacoldgico e in-

tensificar potencialmente la absorcién del anticuerpo anti-
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CD20 administrado por via subcutédnea, con preferencia el ritu-
ximab, a la circulacidén sistémica.

La osmolalidad de la formulacidén farmacéutica estable
segun la invencidén es de 350 + 50 mOsm/kg.

La formulacidén farmacéutica estable segtn la invencidn
esta esencialmente libre de particulas visibles (inspeccidn
visual) . Las particulas subvisibles (medidas por oscurecimien-
to luminoso) deberian cumplir con preferencia los criterios
siguientes:

- numero maximo de particulas 2 10 um por vial — 6000

- numero maximo de particulas 2 25 pm por vial — 600

En otro aspecto, la presente invencidédn proporciona el
uso de una formulacidén para la preparacidédn de un medicamento
util para tratar una enfermedad o trastorno que pueda corre-
girse con el tratamiento con un anticuerpo anti-CD20, con pre-
ferencia un céancer o una enfermedad no maligna, en un sujeto,
que consiste en administrar la formulacidédn aqui descrita a un
sujeto en una cantidad eficaz para tratar dicha enfermedad o
trastorno. Con preferencia, el anticuerpo anti-CD20 se admi-
nistra simultdneamente, de modo concomitante o sucesivo, con
un agente gquimioterapéutico.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un
método para tratar una enfermedad o trastorno, que puede co-
rregirse con el tratamiento de un anticuerpo anti-CD20 (p.ej.
un céancer (preferido) o una enfermedad no maligna) en un suje-
to, que consiste en administrar la formulacidén aqui descrita a
un sujeto en una cantidad eficaz para tratar dicha enfermedad

o trastorno. El cancer o la enfermedad no maligna implica en
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general células que expresan la CD20, por ejemplo el anticuer-
po anti-CD20, en la formulacidn terapéutico-farmacéutica SC
segun la presente invencidédn que es capaz de fijarse sobre las
células afectadas. El cancer es con preferencia un cancer dque
expresa la CD20. La enfermedad no maligna que puede tratarse
con la composicidén segln la presente invencidn es con prefe-
rencia una enfermedad autoinmune aqui definida. Con preferen-
cia, el anticuerpo anti-CD20 se administra simultaneamente, de
modo concomitante o sucesivo, con un agente quimioterapéutico.

La adicidén de la hialuronidasa a la formulacidn permite
aumentar el volumen inyectado, que puede administrarse de modo
seguro y confortable por via subcutdnea. El volumen de inyec-
cidén preferido se sitta entre 1 y 15 ml. Se ha observado que
la administracidén de la formulacidn seguin la presente inven-
cidén aumenta la dispersidn, la absorcidn y la biodisponibili-
dad del anticuerpo terapéutico. Las moléculas grandes (es de-
cir, > 16 kDa) que se administran por via SC, se absorben con
preferencia en el compartimento vascular a través de los 1i-
quidos linfaticos de drenaje [Supersaxo, A. y col., “Effect of
Molecular Weight on the Lymphatic Absorption de Water-Soluble
Compounds Following Subcutaneous Administration” 2, 167-169,
1990; Swartz, M.A., "“Advanced Drug Delivery Review, The phy-
siology of the lymphatic system” 50, 3-20, 2001]. La velocidad
de introduccidén de estas moléculas grandes en la circulacidn
sistémica se frena de este modo con respecto a la infusidn
intravenosa, por ello da lugar potencialmente a reacciones de

frecuencia/intensidad de infusidn reducidas.
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Para la produccién de la formulacidén subcutanea del an-
ticuerpo anti-CD20 (con preferencia el rituximab) segun la
invencidén se requieren concentraciones elevadas de anticuerpo
(aprox. 120 mg/ml) en el paso final de purificacidén del proce-
so de fabricacidén. Por ello se aflade un paso adicional de pro-
ceso (ultrafiltracién/diafiltracidén) al proceso convencional
de fabricacidén del anticuerpo anti-CD20, con preferencia el
rituximab. La formulacidén farmacéutica estable y muy concen-
trada del anticuerpo anti-CD20 segun la invencidén puede pro-
porcionar también una formulacidén estabilizada de proteinas,
que puede reconstituirse con un diluyente adecuado para gene-
rar una formulacidén reconstituida de anticuerpo anti-CD20 de
concentracién elevada.

La formulacidén SC del anticuerpo anti-CD20 segln esta
invencidén se emplea con preferencia para tratar el cancer, con
preferencia un cancer que exprese la CD20.

7

El término “aprox.” se emplea en la presente descripcidn
de patente para indicar que el valor especifico nombrado puede
variar dentro de cierta medida, p.ej. indica gque se incluyen
en el valor nombrado las variaciones comprendidas dentro del
intervalo *10 %, con preferencia *5 %, con preferencia espe-
cial 2 %.

Aparte de los ensayos anteriores, los expertos disponen
de varios ensayos “in vivo”. Por ejemplo, se pueden exponer
las células del cuerpo del paciente a un anticuerpo que esté
opcionalmente marcado con un marcador detectable, p.ej. un

isdétopo radiactivo, y fijar el anticuerpo sobre las células

del paciente de modo que se puedan evaluar, p.ej. pPOr escaneo
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externo de la radiactividad o por analisis de la biopsia toma-
da del paciente gque se ha expuesto previamente al anticuerpo.

Se contempla que la formulacidén SC de anticuerpo anti-
CD20 seglun esta invencidn pueda utilizarse también para tratar
varias enfermedades y trastornos no malignos, que incluyen por
ejemplo las enfermedades autoinmunes aqui definidas; la endo-
metriosis; el escleroderma; la restenosis; los pdlipos, por
ejemplo los pdlipos de colon, los pdlipos nasales o los pdli-
pos gastrointestinales; el fibroadenoma; las enfermedades res-
piratorias; la colecistitis; la neurofibromatosis; la enferme-
dad renal poliquistica; las enfermedades inflamatorias; 1los
trastornos cutédneos, incluida la psoriasis y la dermatitis;
las enfermedades vasculares; los estados patoldgicos que con-
llevan una proliferacidén anormal de las células epiteliales
vasculares; las uUlceras gastrointestinales; la enfermedad de
Menetrier, los adenomas secretores o el sindrome de pérdida de
proteinas; los trastornos renales; los trastornos angiogéni-
cos; las enfermedades oculares, por ejemplo la degeneracidn
macular debida a la edad, el sindrome de histoplasmosis ocular
presumido, la neovascularizacidédn de la retina por retinopatia
diabética proliferativa, la vascularizacién de la retina, la
retinopatia diabética, o la degeneracidén macular debida a la
edad; las patologias oéseas, como son la osteoartritis, las
ricketsias y la osteoporosis; los dafios posteriores a un epi-
sodio esquémico cerebral; las enfermedades fibrdéticas y edémi-
cas, por ejemplo la cirrosis hepéatica, la fibrosis pulmonar,
la carcoidosis, la troiditis, el sindrome de hiperviscosidad

sistémica, la enfermedad de Osier Weber-Rendu, la enfermedad
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pulmonar oclusiva crénica, o los edemas posteriores a quemadu-
ras, traumas, radiacidén, apoplejia, hipoxia e isquemia; la
reaccidén de hipersensibilidad de la piel; la retinopatia dia-
bética y la nefropatia diabética; el sindrome de Guillain-
Barre; la enfermedad de injerto contra hospedante o rechazo
del trasplante; la enfermedad de Paget; la inflamacidén dsea o
articular; el envejecimiento por exposicidén al sol (causado
p.ej. por radiacidén UV sobre la piel humana); la hipertrofia
benigna de préstata; ciertas infecciones microbianas, inclui-
dos los patdgenos microbianos elegidos entre los adenovirus,
hantaviruses, Borrelia burgdorferi, Yersinia spp. y Bordetella
pertussis; las trombosis causadas por agregacidn de plaquetas;
los estados patoldgicos reproductivos, por ejemplo la endome-
triosis, el sindrome de hiperestimulacidén de ovarios, la
preeclampsia, la hemorragia uteria disfuncional o la menome-
trorragia; la sinovitis; el ateroma; las nefropatias agudas vy
crbéonicas (incluidas la glomerulonefritis proliferativa y la
enfermedad renal inducida por la diabetes); el eccema; la for-
macidén de cicatrices hipertrdficas; el choque endotdxico y la
infeccién fungica; la poliposis adenomatosis familiar; las
enfermedades neurodegenerativas (p.ej. la enfermedad de Alz-
heimer, la demencia derivada del SIDA, la enfermedad de Par-
kinson, la esclerosis lateral amiotrdéfica, la retinitis pig-
mentosa, la atrofia muscular espinal y la degeneracidn cerebe-
lar); los sindromes mielodisplésicos; la anemia apléasica; la
lesidén isquémica; la fibrosis del pulmdén, del rifibn o del hi-
gado; la enfermedad de hipersensibilidad mediada por células

T; la estenosis pildérica hipertrdéfica infantil; el sindrome
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obstructivo urinario; la artritis psoridtica; y la tiroiditis
de Hasimoto. Las indicaciones no malignas preferidas para la
terapia son las aqui mencionadas.

Cuando la indicacidén es el cancer, el paciente puede
tratarse con una combinacidén de la formulacidédn del anticuerpo
y un agente quimioterapéutico. La administracidén combinada
incluye la administracién simultdnea o concurrente empleando
formulaciones separadas o una sola formulacidén farmacéutica y
la administracidén sucesiva en cualquier orden, con preferencia
habrd un tiempo en el que ambos (o todos) los ingredientes
activos ejercen sus actividades bioldgicas de modo simulténeo.
Por lo tanto, el agente quimioterapéutico puede administrarse
antes o después de la administracidén de la formulacidén del
anticuerpo segun la presente invencién. En esta forma de eje-
cucidén, el lapso de tiempo entre por lo menos una administra-
cidén del agente quimioterapéutico y por lo menos una adminis-
tracién de la formulacidédn del anticuerpo segin la presente
invencién se elige con preferencia aproximadamente de 1 mes o
menos y con preferencia especial de 2 semanas o menos. Como
alternativa, el agente quimioterapéutico y la formulacidén de
anticuerpo segun la presente invencidén se administran de modo
concurrente al paciente, en una sola formulacidén o en formula-
ciones separadas.

El tratamiento con dicha formulacidén de anticuerpo pro-
ducird una mejora de los signos o sintomas del cancer o de la
enfermedad. Por ejemplo, cuando la enfermedad a tratar es un
cancer, dicha terapia puede producir una mejora de la supervi-

vencia (supervivencia total y/o progreso de la supervivencia
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libre) y/o puede producir una respuesta clinica objetiva (par-
cial o completa). Ademéds, el tratamiento con la combinacidn
del agente quimioterapéutico y la formulacidén de anticuerpo
puede producir un beneficio terapéutico sinergético o superior
al aditivo en el paciente.

Con preferencia, el anticuerpo en la formulacidén admi-
nistrada es un anticuerpo tal cual. Sin embargo, el anticuerpo
administrado puede combinarse con un agente citotdxico. Con
preferencia, el inmunoconjugado y/o el antigeno al que esta
unido estd/estin internalizados en la célula, obteniéndose una
eficacia terapéutica mayor del inmunoconjugado en el extermi-
nio de las células cancerosas, sobre las que se fija. En una
forma preferida de ejecucidn, el agente citotdxico se dirige
contra o interfiere en el &cido nucleico de la célula cancero-
sa. Los ejemplos de estos agentes citotdxicos incluyen a los
maitanosinoides, las calioheamicinas, las ribonucleasas y las
endonucleasas de DNA. Los inmunoconjugados preferidos son los
inmunoconjugados de rituximab-maitanosinoide similares al
trastuzumab-DM1 (T-DM1) descritos en WO 2003/037992, con mayor
preferencia el inmunoconjugado T-MCC-DM1.

Para la aplicacidén subcuténea, la formulacidén puede ad-
ministrarse con un dispositivo apropiado, por ejemplo una Jje-
ringuilla (pero sin limitarse a ella); una dispositivo de in-
yeccién (p.ej. el dispositivo INJECT-EASE™ vy GENJECT™); una
bomba de infusién (p.ej. Accu-Chek™); una pluma inyectora (por
ejemplo la GENPEN™; un dispositivo sin Jjeringuilla (p.ej.
MEDDECTOR™ y BIOJECTOR™); o mediante un sistema de administra-

cidén de parche subcutéaneo.
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La cantidad a administrar de dicha formulacidén de anti-
cuerpo anti-CD20 para la prevencidén o el tratamiento de una
enfermedad y el régimen de administracidén dependeran del tipo
(especie, género, edad, peso, etc.) y del estado general de
salud del paciente a tratar y de la severidad de la enfermedad
o estado patoldgico a tratar. Es también importante en el mo-
mento de determinar correctamente la dosis el curso de la en-
fermedad, si el anticuerpo se administra para fines preventi-
vos o terapéuticos, la terapia previa, el historial clinico
del paciente y su respuesta al anticuerpo. La determinacidn
definitiva de la dosis dependera del criterio del médico que
atiende al paciente. El anticuerpo se administra de modo con-
veniente al paciente de una vez o0 en una serie de tratamien-
tos. En funcidén del tipo y severidad de la enfermedad, aprox.
de 1 pg/kg a 50 mg/kg (p.ej. 0,1-20 mg/kg) de dicho anticuerpo
anti-CD20 es una dosis inicial a probar para la administracidn
al paciente.

La dosis preferida de dicho anticuerpo anti-CD20 se si-
tuard en el intervalo comprendido entre aprox. 0,05 mg/kg y
aprox. 30 mg/kg de peso corporal. Por lo tanto, se podrd admi-
nistrar al paciente una o més dosis de aprox. 0,5 mg/kg, 2,0
mg/kg, 4,0 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg (o cualquier combinacidn
de las mismas). En funcidén del tipo (especie, género, edad,
peso, etc.) y estado general de salud del paciente y del tipo
de anticuerpo anti-CD20, la dosis del primer anticuerpo puede
diferir de la del segundo anticuerpo anti-CD20. Tales dosis
pueden administrarse una vez al dia o bien de modo intermiten-

te, p.ej. cada tres dias, cada seis dias o incluso cada semana
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o cada tres semanas. Puede administrarse una dosis inicial
mayor de carga y después una o mas dosis menores. En base a
los estudios clinicos (ver también los ejemplos 3 y 4 de ilus-
tracién no limitante del rituximab), la dosis preferida se
sitta entre 300 mg/m® y 900 mg/m?’. Con mayor preferencia, la
dosis preferida del anticuerpo anti-CD20 se sitla entre unos
375 mg/m’ y unos 800 mg/m’. Las dosis especificas preferidas
de dicho anticuerpo anti-CD20 son dosis de aprox. 375 mg/m?,
aprox. 625 mg/m’ y aprox. 800 mg/m?’. Son también preferidas
las dosis fijas de dicho anticuerpo anti-CD20.

En una forma de ejecucidn, las dosis fijas para el caso
de linfomas de células B, con preferencia el linfoma no de
Hodgkin, son las siguientes. Son preferidos de aprox. 1200 mg
a 1800 mg de dicho anticuerpo anti-CD20 por dosis. Son més
preferidas las dosis elegidas entre el grupo formado por
aprox. 1300 mg, aprox. 1500 mg, aprox. 1600 mg y aprox. 1700
mg de dicho anticuerpo anti-CD20 por dosis. Es especialmente
preferida una dosis fija para el caso de pacientes de linfoma
de células B, con preferencia pacientes de linfoma no de Ho-
dgkin, situada en torno a 1400 mg de dicho anticuerpo anti-
CD20 (p.ej. el rituximab) por dosis, que puede administrarse
con arreglo a diversos regimenes, incluido aproximadamente
cada 2 meses (incluidas aproximadamente cada 8 semanas), apro-
ximadamente cada 3 meses (incluidas aproximadamente cada 12
semanas), durante unos 2 afios (o més), etc. (véase también los
ejemplos 3 y 4 para la ejemplificacidén no limitante del ritu-

ximab) .
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En otra forma de ejecucidn, las dosis fijas para los pa-
cientes de leucemia, con preferencia los pacientes de leucemia
linfocitica crdénica (CLL), son las siguientes. Son preferidos
de unos 1600 mg a unos 2200 mg de dicho anticuerpo anti-CD20
por dosis. Son més preferidas las dosis elegidas entre el gru-
po formado por unos 1700 mg, unos 1800 mg, unos 1900 mg y unos
2100 mg de dicho anticuerpo anti-CD20 por dosis. En una forma
de ejecucidn, la dosis fija para los pacientes de leucemia,
con preferencia los pacientes de CLL, se sitia en unos 1870 mg
de dicho anticuerpo anti-CD20 (p.ej. el rituximab) por dosis.

En otra forma de ejecucidédn adiciona, las dosis fijas pa-
ra pacientes que sufren una enfermedad autoinmune, por ejemplo
la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, el lupus, la
nefritis, la diabetes, la ITP o la wvasculitis, son las si-
guientes. Son preferidosde unos 1200 mg a unos 220 mg de di-
cho anticuerpo anti-CD20 por dosis, por ejemplo unos 1500 mg
de dicho anticuerpo anti-CD20 (p.ej. el rituximab) por dosis.

Si se administra un agente gquimioterapéutico, normalmen-
te se administrard en dosis ya conocidas para el mismo o bien
opcionalmente se reducirédn debido a la accidén combinada de los
farmacos o los efectos secundarios negativos que puedan atri-
buirse a la administracién del agente quimioterapéutico. La
preparacidédn y los regimenes de dosificacidén de dichos agentes
quimioterapéuticos podran realizarse con arreglo a las ins-
trucciones del fabricante o los médicos expertos podran deter-
minarlos empiricamente. La preparacidén y los regimenes de do-

sificacidén para dicha quimioterapia se han descrito también en
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Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Bal-
timore, MD (1992).

La formulacién farmacéutica estable del anticuerpo anti-
CD20 farmacéuticamente activo segun la invencidn se administra
con preferencia en forma de inyeccidn subcutédnea, repitiéndose
con preferencia la administracidén varias veces a intervalos de
3 semanas (g3w). Con preferencia especial, el volumen total de
liquido inyectado se administra en un periodo de tiempo de 1 a
10 minutos, con preferencia de 2 a 6 minutos, con preferencia
especial de 3 + 1 minutos. Con preferencia especial, se admi-
nistran 2 ml/minuto, es decir, por ejemplo aprox. 240 mg/min.
Para muchos pacientes, a los que no se administran otros agen-
tes quimioterapéuticos por via intravenosa (i.v.), esta admi-
nistracidén subcutédnea conduce a una mayor conveniencia del
paciente con el potencial de la autoadministracidén doméstica.
Estos conduce a una mejor tolerancia y puede reducir/eliminar
costes asociados con la administracidén i.v. (a saber, costes
de dispensario para la administracién i.v., alquiler de camas
hospitalarias, transporte del paciente, etc.). La administra-
cidén subcutdnea segun la presente invencidén llevard asociada
con mucha probabilidad una frecuencia y/o intensidad reducidas
de las reacciones derivadas de la infusién.

En una forma preferida de ejecucidn, el medicamento es
util para prevenir o reducir la metastasis o la posterior di-
seminacién en dicho paciente, que sufre un cancer gue expresa
la CD20. El medicamento es Util para aumentar la duracidn de
la supervivencia del paciente, aumentar la progresidén de la

supervivencia libre de tal paciente, aumentar la duracidén de
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la respuesta, lo cual se traduce en una mejora estadisticamen-
te significativa y clinicamente notable del paciente tratado,
que se mide por la duracidén de la supervivencia, la progresidn
de la supervivencia libre, el indice de respuesta o la dura-
cidébn de la respuesta. En una forma preferida de ejecucidn, el
medicamento es Util para aumentar el indice de respuesta en un
grupo de pacientes.

En el contexto de esta invencidén pueden utilizarse uno o
mas agentes inhibidores del crecimiento, citotdxicos, quimio-
terapéuticos, anti-angiogénicos, anti-cancerosos o citoquinas
o compuestos que intensifican los efectos de estos agentes en
el tratamiento con el anticuerpo anti-CD20 del cancer que ex-
presa la CD20. Con preferencia se emplea un tratamiento con el
anticuerpo anti-CD20 sin agentes citotdxicos, ni qguimiotera-
péuticos ni anti-cancerosos adicionales, y sin compuestos que
intensifiquen los efectos de estos agentes.

Tales agentes incluyen, por ejemplo: agentes alquilantes
0 agentes que tienen accidén alquilante, por ejemplo la ciclo-
fosfamida (CTX; p.ej. Cytoxan®), clorambucilo (CHL; p.ej. Leu-
keran®), cisplatino (CisP; p.ej. Platinol®), busulfano (p.ej.
Mileran®), melfalan, carmustina (BCNU), estreptozotocina, tri-
etilenomelamina (TEM) , mitomicina C y similares; anti-
metabolitos, por ejemplo el metotrexato (MTX), etoposido
(VP16; p.ej. Vepesid®), 6-mercaptopurina (6MP), 6-tioguanina
(6TG), citarabina (Ara-C), 5-fluoruracilo (5-FU), capecitabina
(p.ej. Xeloda®), dacarbazina (DTIC) y similares; antibidticos,
por ejemplo la actinomicina D, doxorrubicina (DXR; p.ej.

Adriamicina®), daunorrubicina (daunomicina), bleomicina, mi-

{501117.DOC v.1}



10

15

20

25

_90_

tramicina y similares; alcaloides, por ejemplo los alcaloides
de la vinca como son la vincristina (VCR), vinblastina y simi-
lares; y otros agentes antitumorales, por ejemplo el pacli-
taxel (p.ej. Taxol®) y los derivados de paclitaxel; los agen-
tes citostaticos, glucocorticoides como la dexametasona (DEX;
p.ej. Decadron®) y los corticosteroides tales como la predni-
sona; inhibidores enzimdticos nucledsidos, por ejemplo la hi-
droxiurea, enzimas que eliminan algunos aminoacidos como la
asparaginasa, leucovorina y otros derivados de acido fdélico y
agentes antitumorales similares diversos. Los agentes siguien-
tes pueden emplearse también como agentes adicionales: la ar-
nifostina (p.ej. Ethyol®), dactinomicina, mecloretamina (mos-
taza nitrogenada), estreptozocina, ciclofosfamida, lomustina
(CCNU), doxorrubicina lipo (p.ej. Doxil®), gemcitabina (p.ej.
Gemzar®), daunorrubicina lipo (p.ej. Daunoxome®), procarbazi-
na, mitomicina, docetaxel (p.e]. Taxotere®), aldesleucina,
carboplatino, oxaliplatino, cladribina, camptotecina, CPT 11
(irinotecan), 10-hidroxi-7-etil-camptotecina (SN38), floxuri-
dina, fludarabina, ifosfamida, idarrubicina, mesna, interferon
beta, interferon alfa, mitoxantrona, topotecan, leuprolida,
megestrol, melfalan, mercaptopurina, plicamicina, mitotano,
pegaspargasa, pentostatina, pipobromano, plicamicina, tamoxi-
feno, teniposido, testolactona, tioguanina, tiotepa, mostaza
de wuracilo, wvinorelbina, clorambucilo. Con preferencia, el
tratamiento con el anticuerpo anti-CD20 se realiza sin tales
agentes adicionales.

El uso de los agentes citotdxicos y anticancerosos antes

descritos y de los farmacos anticancerosos antiproliferativos
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especificos de su diana, por ejemplo los inhibidores de las
proteina-quinasas, en los regimenes quimioterapéuticos esta en
general bien caracterizado en las técnicas de terapia del céan-
cer y su emplea estard sometido a las mismas consideraciones
de tolerancia de seguimiento y de eficacia y para el control
de las vias de administracién y de las dosis, con algunos
ajustes. Por ejemplo, las dosis actuales de los agentes ci-
totdéxicos pueden variar en funcidn de la respuesta del pacien-
te a las células cultivas, determina por métodos de histocul-
tivo. En general, la dosis se reducirda por comparacidén con la
cantidad que se emplea en ausencia de otros agentes adiciona-
les.

Las dosis tipicas de agente citotdxico eficaz pueden si-
tuarse dentro de los intervalos recomendados por el fabricante
y cuando proceda por las respuestas “in vitro” o las respues-
tas obtenidas en modelos animales, pudiendo reducirse hasta en
aprox. un orden de magnitud en concentracidén o en cantidad.
Por lo tanto, la dosis actual dependerd del criterio del fa-
cultativo que atiende al paciente, del estado general de salud
de este y de la eficacia del método terapéutico basado en la
respuesta “in vitro” del cultivo primario de células malignas
o de la muestra de tejido histocultivado o de las respuestas
observadas en modelos animales apropiados.

En el contexto de esta invencidén, una cantidad eficaz de
radiacibén ionizante podréd aplicarse y/o podrd utilizarse un
compuesto radiofarmacéutico ademads del tratamiento con el an-
ticuerpo anti-CD20 para un cancer dque exprese la CD20. La

fuente de radiacidén puede ser interna o externa al paciente a
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tratar. Si la fuente es externa al paciente, la terapia se
conoce como terapia de radiacidén por rayos externos (EBRT).
Cuando la fuente de radiacidn es interna al paciente, el tra-
tamiento se denomina braquiterapia (BT). Los atomos radiacti-
vos empleados en el contexto de esta invencidn pueden elegirse
entre el grupo formado por (pero sin limitarse a ellos): ra-
dio, cesio-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57,
cobre-67, tecnecio-99, yodo-123, yodo-131 e indio-111. También
es posible marcar el anticuerpo con dichos isdtopos radiacti-
vos. Con preferencia se emplea el tratamiento con el anticuer-
po anti-CD20 sin radiacidn ionizante.

La terapia de radiacidén es un tratamiento estandar para
controlar tumores no resectable o inoperable y/o metédstasis
tumorales. Se han observado resultados mejores cuando la tera-
pia de radiacidén se combina con la quimioterapia. La terapia
de radiacidén se basa en el principio de que la radiacidn en
dosis elevada suministrada a una zona diana producirad la muer-
te de las células reproductoras tanto del tejido tumoral como
del normal. El régimen de dosificacidén de radiacidén se define
en general en término de dosis de radiacidédn absorbida (Gy),
tiempo y fraccionamiento y el oncdélogo tendrd que definirlo
cuidadosamente. La cantidad de radiacidén que el paciente reci-
be dependerd de varias consideraciones, pero las dos mas im-
portantes son la ubicacidén del tumor en relacidn con otros
estructuras u ¢érganos criticos del organismo y la extensidn
que ha cubierto el tumor en su diseminacidén. Un curso tipico
de tratamiento para un paciente sometido a la terapia de ra-

diacidén sera un régimen de tratamiento durante un periodo de 1
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a 6 semanas, con una dosis total comprendida entre 10 y 80 Gy,
administrada al paciente en una sola fraccidén diaria de aprox.
1,8 - 2,0 Gy, durante 5 dias por semana. En una forma preferi-
da de ejecucidn de esta invencidn se observa sinergismo cuando
los tumores de pacientes humanos se tratan con el tratamiento
de la invencidén combinado con la radiacidén. En otras palabras,
la inhibicidén del crecimiento tumoral mediante los agentes que
contienen la formulacidén del anticuerpo anti-CD20 de la inven-
cidén se intensifica cuando se combina con la radiacidn, opcio-
nalmente con agentes quimioterapéuticos o anticancerosos adi-
cionales. Los parametros de las terapias adyuvantes de radia-
cién se han descrito, por ejemplo, en el WO 99/60023.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con el
anticuerpo e incluyen, pero no se limitan a un segundo (terce-
ro, cuarto, etc.) agente(s) terapéutico(s) (en otras palabras:
un coéctel de diferentes agentes quimioterapéuticos); otro an-
ticuerpo monoclonal; un agente inhibidor del crecimiento; un
agente citotdxico; un agente quimioterapéutico; un agente an-
ti-angiogénico; y/o una citoquina, etc.; o cualquier combina-
cidén apropiada de los mismos.

Ademas de los regimenes terapéuticos anteriores, el pa-
ciente puede someterse a cirugia para eliminar las células
cancerosas y/o a terapia de radiaciédn.

En otra forma de ejecucidén de la invencidbn, se propor-
ciona un articulo fabricado, que contiene la formulacidén far-
macéutica de la presente invencidén y proporciona instrucciones
para el uso de la misma. Este articulo fabricado consta de un

contenedor. Los contenedores apropiados incluyen, por ejemplo,
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a los frascos, viales (p.e]j. viales de doble camara o de cama-
ra multiple), jeringuillas (por ejemplo jeringuillas de doble
camara o de céamara multiple) y tubos de ensayo. El contenedor
puede fabricarse con una gran variedad de materiales, por
ejemplo de vidrio o de pléstico. El1 contenedor contiene la
formulacidédn y lleva una etiqueta pegada sobre el mismo o aso-
ciada al mismo, el contenedor puede llevar también las indica-
ciones de uso. El contenedor que lleva la formulacidén puede
ser un vial multiuso, que permite administraciones repetidas
(p.ej. de 2 a 6 administraciones) de la formulacidédn reconsti-
tuida. El articulo fabricado puede incluir ademds otros mate-
riales deseables desde el punto de vista comercial o del usua-
rio, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas,
jeringuillas e insertos del paquete con las instrucciones de
uso.

El anticuerpo formulado segun la presente invencidn es
con preferencia esencialmente puro y de modo deseable esen-
cialmente homogéneo (es decir, libre de proteinas contaminan-
tes, etc., en tal caso la enzima hialuronidasa de la formula-
cidén segun esta invencidédn no deberd considerarse una proteina
contaminante del anticuerpo monoclonal anti-CD20 segun la pre-
sente invencidn).

La invencidén se comprendera mejor con referencia a los
siguientes ejemplos. Estos ejemplos no deberdn tomarse sin
embargo como limitadores del alcance de la invencién. Todas
las citas de la bibliografia técnica y de patentes se incorpo-
ran a la presente como referencias.

Ejemplos
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Las formulaciones de anticuerpo anti-CD20 para la admi-
nistracidén subcutdnea segun la invencidén se han desarrollado
en base a los resultados experimentales presentados a conti-
nuacidén aplicando métodos generales de preparacidn y de anali-
sis y ensayos que se describen a continuacién.

Ejemplo 1

Preparacidén de formulaciones liquidas muy concentradas

Se obtiene el rituximab por técnicas ya conocidas en ge-
neral de produccidén de proteinas recombinantes. Se expande una
linea celular de ovario de hamster chino (CHO) de ingenieria
genética, preparada del modo descrito en EP-B-2000149, en un
cultivo celular a partir del banco de células originales (mas-
ter cell bank). Se recolecta el anticuerpo monoclonal rituxi-
mab del liquido del cultivo celular y se purifica empleando la
cromatografia de afinidad en la proteina A inmovilizada, la
cromatografia de intercambio catidénico, un paso de filtracidn
para eliminar los contaminantes viricos y después la cromato-
grafia de intercambio anidénico y un paso de ultrafiltracidn/
diafiltracién.

Se fabrica la rHuPH20 por técnicas ya conocidas en gene-
ral para la producciédn de proteinas recombinantes. El proceso
se inicia con la descongelacidén de células del banco de célu-
las de trabajo (working cell bank, WCB) o del banco de células
originales (master cell Dbank, MCB), realizando la expansiédn
del cultivo celular en una serie de frascos de centrifugacidn.
Se emplea el cultivo celular de hasta 6 litros para obtener
una fuente continua de células que se mantiene en presidn se-

lectiva con metotrexato. Después de expandirse a aproximada-
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mente 36 litros, el cultivo se transfiere a un biorreactor de
400 litros para llegar a un volumen final del lote de aproxi-
madamente 300 litros. El1 biorreactor de produccidén trabaja en
modo discontinuo, sin presidén de seleccidn y la duracidn de la
fase de produccidén es de aproximadamente dos semanas. La
rHuPH20 se secreta al liquido de cultivo. Puede utilizarse
también un biorreactor de 1000 litros para llegar a un volumen
final del lote de 500 litros. Una vez finalizada la fase de
produccidén se clarifica el liguido recogido por filtracidn vy
después se trata con disolvente/detergente para inactivar los
virus. Después se purifica la proteina por una serie de cuatro
procesos de cromatografia de columna para eliminar las impure-
zas surgidas durante el proceso o inherentes al producto. Se
realiza un paso de filtracidén de virus y se concentra el mate-
rial filtrado de la partida, se formula con el tampdn final
siguiente: 10 mg/ml de rHuPH20 en 20 mM de tampén L-histidina/
HC1l, pH 6,5, 130 mM NaCl, 0,05% (p/v) de polisorbato 80. Se
almacena el material del lote de rHuPH20 por debajo de -70°C.

Los demads excipientes de la formulacidn segun la presen-
te invencidén son los que se emplean habitualmente en la prac-
tica y gque los expertos conocen bien. Por tanto no es necesa-
rio entrar en la descripcidén detallada de los mismos.

Las formulaciones liquidas de producto farmacoldgico pa-
ra la administracidén subcutédnea segin la invencidn se desarro-
llan del modo siguiente.

Para la preparaciédn de las formulaciones liquidas se in-
tercambia el tampdn del rituximab por un tampdén de diafiltra-

cidébn que contiene la composicidén anticipada del tampdn y, si
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fuera necesario, se concentra por diafiltracidén hasta una con-
centracidén de anticuerpo de aprox. 200 mg/ml. Una vez finali-
zada la operacidédn de diafiltracidn se afladen los excipientes
(p.ej. trehalosa, rHuPH20, tensiocactivo) en forma de solucio-
nes patrdédn a la solucidn del anticuerpo. Finalmente se ajusta
la concentracidén de proteina con un tampdn hasta que la con-
centracién final del rituximab sea de aprox. 120 mg/ml.

Todas las formulaciones se filtran en condiciones esté-
riles a través de filtros de baja fijacidén de proteinas de
0,22 pm y se envasan en condiciones asépticas en viales de
vidrio estériles de 6 ml, que se cierran con tapones de caucho
recubierto con ETFE (copolimero de etileno-trifluoretileno) vy
tapas de aluminio corrugado de tipo “alucrimp”. El1 wvolumen
envasado es de aprox. 3,0 ml. Se almacenan estas formulaciones
en diferentes condiciones climédticas (5°C, 25°C y 40°C) duran-
te diferentes intervalos de tiempo y se someten a estrés (1
semana con una frecuencia de agitacién de 200 rpm a 5°C vy
25°C) y métodos de estrés por congelacién-descongelacidn. Se
analizan las muestras antes y después de la realizacidn de los
ensayos de estrés por los métodos analiticos siguientes:

1) espectrofotometria UV;

2) cromatografia de exclusidén de tamafios (SEC);

3) cromatografia de intercambio idnico (IEC);

4) se determina la turbidez de la soluciédn;

5) se determinan las particulas visibles; y

6) se determina la actividad de la rHuPH20.

La espectroscopia UV para determinar el contenido de

proteinas se realiza en un espectrofotdmetro Perkin Elmer A35
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UV en un intervalo de longitudes de onda de 240 nm a 400 nm.
Se diluyen las muestras de proteina tal cual hasta aprox.
0,5 mg/ml con el correspondiente tampén de formulacidn. Se
calcula la concentraciédn de proteina con arreglo a la ecuacidn
1.

A(280) — A(320) x dil. factor

8<Cm%n g> x d{cm)

Se corrige la absorcidén de luz UV a 280 nm con la dis-

Ecuacién 1: contenido de proteina =

persién de la luz a 320 nm y se multiplica por el factor de
dilucidn, que se ha determinado a partir de las masas pesadas
y las densidades de la muestra tal cual y el tampdédn de dilu-
cién. Se divide el numerador por el producto de la longitud
del trayecto que atraviesa la cubeta d y el coeficiente de
extincidn €.

Se realiza la cromatografia de exclusidén de tamafios
(SEC) para detectar las especies de peso molecular elevado
(agregados) y los productos de hidrdélisis de peso molecular
bajo (LMW) de las formulaciones. El método requiere un instru-
mento HPLC apropiado equipado con un detector UV (longitud de
onda de deteccién = 280 nm) y una columna TosoHaas TSK
G3000SWXL (7,8 x 300 mm). Se separan los mondémeros intactos,
los agregados y los productos de hidrdlisis en un perfil de
elucidén isocratica, empleando hidrogenofosfato dipotésico 0,2
M, cloruro potasico 0,25 M, de pH 7,0, con un caudal de 0,5
ml/min.

Se realiza la cromatografia de intercambio idénico (IEC)

para detectar los productos de degradacidén quimica que alteran
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la carga neta del rituximab en las formulaciones. A tal fin se
digiere el rituximab con papaina. El método requiere un ins-
trumento HPLC apropiado, equipado con un detector UV (longitud
de onda de deteccidén = 280 nm) y una columna analitica de in-
tercambio catidénico Polymer Labs PL-SCX 1000A. Como fases md-
viles A y B se emplean MES 10 mM, de pH 6,0 y MES 10 mM, clo-
ruro sdébdico 0,2 M, de pH 6,0, respectivamente, con un caudal
de 1 ml/min.

Para determinar la turbidez se mide la opalescencia a
temperatura ambiente en FTU (unidades de turbidez) empleando
un turbidimetro HACH 2100AN.

Se analizan las muestras para detectar las particulas
visibles con un instrumento de inspeccidn visual Seidenader
V90-T.

Se realiza como ensayo de actividad un ensayo enzimatico
“in vitro” de la rHuPH20 como hialuronidasa. El ensayo se basa
en la formacidén de un precipitado insoluble cuando el hialuro-
nano (hialuronato sédico) se une a un precipitante catidnico.
Se mide la actividad enzimdtica incubando la rHuPH20 con el
sustrato hialuronano después precipitando el hialuronano no
digerido con albUmina de suero acidificada (suero de caballo).
Se mide la turbidez a una longitud de onda de 640 nm y la dis-
minucidén de la turbidez resultante de la actividad enzimatica
en el sustrato hialuronano es un indicativo de la actividad
enzimatica. Se 1lleva a cabo el procedimiento empleando una
curva estandar generada con diluciones de patrones de referen-
cia de ensayo de la rHuPH20 y la actividad de la muestra se

lee de la curva.
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Los resultados de los ensayos de estabilidad de las for-
mulaciones de A a J se recogen en las siguientes tablas.

Composiciones y datos de estabilidad de las formulacio-

nes liquidas de producto farmacoldgico rituximab segun esta

5 invencidn
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La formulacidédn A es una formulacidédn liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-
histidina, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina,

0,06% de polisorbato 80, 2.000 U/ml de rHUPH20 a pH 5,5.

tempe- L HPLC -
ratura ) HPLC - echusnon de intercambio activi-
almace- | UEMPO concen- tamanos ionico . parti- dad
; de tracion de turbidez .
naje/ p culas enzi-
condi- alm§- proteina mono- (FTU) visibles | matica
ciones cenaje (mg/mi) H('(\;\)N mero L(';ﬁ\)/v Fc-Lys (%) Fatzor/Jl)E/Q (U/ml)
de estrés 0 (%) 0 0
libre de
- inicial 114 2,2 97,8 0,1 24 65 42 parti- 1970
culas
agita- 1 libre de
cion 114 2,4 97,5 0,1 n.d. n.d. 42 parti- 1760
o semana
5°C culas
agita- 1 libre de
cion semana 115 2,3 97,6 0,1 n.d. n.d. 4.4 parti- 1676
25°C culas
conge-
lacion/ 5 libre de
des- ciclos) 114 2,4 97,5 0,1 n.d. n.d. 44 parti- 2123
conge- culas
lacion
4 libre de
sema- 114 2,2 97,8 0,1 25 65 47 parti- 1979
nas culas
13 libre de
5°C sema- 114 2,1 97,8 0,1 26 62 4,6 parti- 2219
nas culas
26 libre de
sema- 114 2,1 97,8 0,2 25 63 4,4 parti- 2412
nas culas
4 libre de
sema- 114 2,0 97,9 0,1 25 64 47 parti- 1975
nas culas
13 libre de
25°C sema- n.d. 1,9 97,8 0,3 24 61 4,8 parti- 2215
nas culas
26 libre de
sema- n.d. 1,9 97,6 0,5 22 60 4,3 parti- 2409
nas culas
4 libre de
sema- 114 2,1 97,3 0,6 19 61 55 parti- n.d.
nas culas
40°C
13 libre de
sema- n.d. 3,2 91,4 5,4 13 55 8,1 parti- n.d.
nas culas

5 n.d. = no determinado
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La formulacidén B es una formulacidén liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-
histidina, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina,

0,06% de polisorbato 80, 2.000 U/ml de rHUPH20 a pH 6,1.

tempe-
ratt?ra — concen. HPLC - extilusién de HPLC j'in_tercambio activi-
almace- p C tamarios idnico ) ) dad
naje/ de tracion de turbidez pa.rtl.culas enzi-
condi- alma- proteina monG- (FTU) visibles matica
: cenaje (mg/ml) HMW LMW | Fc-Lys | Fab pE/Q
ciones (%) mero %) %) %) (Uiml)
de estrés 0 (%) 0 0 0
: inicial | 117 23 | 977 | o1 25 63 71 | librede | 5463
particulas
agita- .
cion ! 116 22 | 977 | o1 | nd nd. 72 | librede | 5neg
5oC semana particulas
agita- .
2 1 libre de
C|o°n semana 118 2,1 97,8 0,1 n.d. n.d. 6,9 particulas 2613
25°C
conge- esencial-
lacion/ 5 mente
des- ciclos) 116 2,3 97,7 0,1 n.d. n.d. 6,6 libre de 2259
conge- .
lacion particulas
4 libre de
sema- 117 2,2 97,8 0,1 25 62 6,3 . 2485
particulas
nas
13 libre de
5°C sema- 114 2,3 97,6 0,1 25 62 6,3 . 2237
particulas
nas
26 libre de
sema- 119 2,2 97,7 0,1 25 61 6,8 p 2344
particulas
nas
4 libre de
sema- n.d. 2,0 97,9 0,1 25 62 6,6 . 2179
particulas
nas
13 libre de
25°C sema- n.d. 2,1 97,7 0,2 24 61 6,3 . 2083
particulas
nas
26 libre de
sema- n.d. 2,1 96,2 1,8 23 60 6,9 . 2397
particulas
nas
4 libre de
sema- n.d. 2,2 96,1 1,7 21 59 8,6 . n.d.
particulas
nas
40°C
13 libre de
sema- n.d. 3,3 92,2 45 14 53 21,0 p n.d.
nas particulas

5 n.d. = no determinado
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La formulacién C es una formulacidén liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-
histidina, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina,

0,06% de polisorbato 80, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 5,5.

condi- — concen. HPLC - extilusién de HPLC j'in_tercambio activi-
ciones p C tamafios iénico ) ) dad
d de tracion de turbidez | particulas .
e . L enzi-
almace- alma}- proteina monG- (FTU) visibles matica
naje cenaje (mg/ml) HMW mero LMW | Fc-Lys | Fab pE/Q (U/ml)
0, 0, 0, 0,
(%) %) (%) (%) (%)
- inicial 126 1,7 98,3 0,0 27 58 44 librede 1) g63
particulas
agita- .
cion ! 127 16 | 983 | 00 nd. nd. 4,0 librede 1 1,0g3
5oC semana particulas
agita- .
>, 1 libre de
C|o°n semana 127 1,6 98,4 0,1 n.d. n.d. 45 particulas 11150
25°C
conge- esencial-
lacion/ 5 mente
des- ciclos) 126 1,6 98,4 0,0 n.d. n.d. 42 libre de 11869
conge- .
lacion particulas
! libre de
sema- 124 15 98,5 0,0 26 62 50 . 12206
particulas
nas
19 libre de
5°C sema- 120 15 98,5 0,1 26 62 41 . 11945
particulas
nas
26 .
sema- nd. nd. | nd nd. n.d. nd. nd, | lbrede g
particulas
nas
7 libre de
sema- n.d. 15 97,8 0,7 5,8 articulas 12259
nas 25 63 P
19 libre de
25°C sema- n.d. 15 97,3 1,2 24 61 48 . 13137
particulas
nas
26 libre de
sema- n.d. 1,8 96,6 1,6 24 60 4.4 . 12948
particulas
nas
! libre de
sema- n.d. 2,5 94,6 2,9 18 60 10,2 . n.d.
particulas
nas
40°C
19 libre de
sema- n.d. 3,7 89,8 6,5 12 55 20,0 p n.d.
nas particulas

5 n.d. = no determinado
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La formulacién D es una formulacidén liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM de
dcido acético, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina,

0,06% de polisorbato 20, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 5,5.

condi- — concen. HPLC - extilusién de HPLC j'in_tercambio activi-
ciones p C tamafios iénico ) ) dad
d de tracion de turbidez | particulas .
e . L enzi-
almace- alma}- proteina monG- (FTU) visibles matica
naje cenaje (mg/ml) HMW mero LMW | Fc-Lys | Fab pE/Q (U/ml)
(%) %) (%) (%) (%)
- inicial 127 16 98,4 0,0 26 62 4.9 libre de | 5619
particulas
agita- .
cion ! 125 15 | 984 | 00 | nd nd. 43 | librede o5
5oC semana particulas
agita- .
2 1 libre de
C|o°n semana 123 15 98,4 0,1 n.d. n.d. 4,3 particulas 12923
25°C
conge- esencial-
lacion/ 5 mente
des- ciclos) 124 15 98,4 0,0 n.d. n.d. 44 libre de 12394
conge- P
lacion particulas
7 esencial-
mente
sema- 125 1,5 98,4 0,0 26 63 5,0 libre de 10030
nas P
particulas
5oC 19 libre de
sema- 123 15 98,5 0,1 26 62 47 . 15324
particulas
nas
26 .
sema- nd. nd. | nd | nd | nd nd. nd, | lbrede g
particulas
nas
7 libre de
sema- n.d. 1,6 97,7 0,7 25 62 49 . 13099
particulas
nas
19 libre de
25°C sema- n.d. 1,6 97,2 1,2 24 61 51 . 13031
particulas
nas
26 .
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. I|br'e de n.d.
particulas
nas
! libre de
sema- n.d. 2,6 94,8 2,6 17 60 28,7 . n.d.
particulas
nas
40°C
19 libre de
sema- n.d. 3,6 90,5 6,0 9 56 51,9 p n.d.
nas particulas
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La formulacién E es una formulacidén ligquida que tiene

la composicidédn siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-
histidina, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina,

5 0,06% de polisorbato 20, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 5,5.

condi- ) HPLC - extilusién de HPLC_Z -.i'ntgrcam- activi-
ciones | UeMpo concen- tamarios bio i6nico dad
d de tracion de turbidez particulas .
e . . enzi-
almace- alma}- proteina monG- Fab (FTU) visibles matica
. cenaje (mg/ml) HMW LMW | Fc-Lys
naje %) mero %) %) pE/Q (Uiml)
(%) (%)
esencialmen-
- inicial 126 1,5 98,5 0,0 26 62 4,6 te libre de 12231
particulas
agita- 1 esencialmen-
cion 128 15 98,5 0,0 n.d. n.d. 44 te libre de 12524
o semana .
5°C particulas
agita- .
2 1 libre de
C|o°n semana 127 15 98,5 0,1 n.d. n.d. 4,2 particulas 11438
25°C
conge-
lacion/ 5 .
) libre de
des- ciclos) 127 15 98,5 0,0 n.d. n.d. 43 p 14440
particulas
conge-
lacién
! libre de
sema- 125 15 98,5 0,0 26 62 4.7 . 12824
particulas
nas
19 libre de
5°C sema- 125 15 98,5 0,1 26 62 45 . 13891
particulas
nas
26 .
sema- nd. nd. | nd | nd | nd | nd | nd libre de nd.
particulas
nas
7 libre de
sema- n.d. 15 97,8 0,7 25 62 4,3 . 13540
particulas
nas
19 libre de
25°C sema- n.d. 15 97,4 11 24 61 4,6 . 11243
particulas
nas
26 .
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Ilb(e de n.d.
particulas
nas
! libre de
40°C sema- n.d. 2,5 94,6 2,9 18 60 10,6 . n.d.
nas particulas
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19
sema-
nas

n.d.

3,9

89,6

6,5

12

55

22,7

libre de
particulas

n.d.

n.d. = no determinado

La formulacidédn F es una formulacidén liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-
histidina, 120 mM cloruro sdédico, 10 mM metionina, 0,02% de
5 polisorbato 80, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 5,5.
; HPLC - exclusion de . S turbi- particulas activi-
condi- - -
cione:s tiempo concen- tamafios HPLC - intercambio iénico dez visibles dad
d de tracion de (FTU) enzi-
Je | alma- | proteina | HMW | mon6- | LMW | FabNS | Fe- Fab ratica
ama- | cenaje | (mg/ml) | (%) | mero | (%) clips Lys | PpEQ (U/ml)
cenage (%) ath (%) | (%) (%)
- inicial 124 1,6 983 | 00 3 26 62 28,7 librede ) 15034
particulas
ag[ta- 1 libre de
cion sema- 127 1,6 98,4 0,0 n.d. n.d. n.d. 31,0 P 12083
o particulas
5°C na
agita- 1 .
ci6n | sema- 125 2.4 975 | 01 nd. n.d. nd. 31,1 librede ) 4,459
o particulas
25°C na
conge-
lacion/ 5 .
. libre de
des- ciclos) 125 1,9 98,1 0,0 n.d. n.d. n.d. 30,4 icul 11869
conge- particulas
lacién
7 .
sema- 122 1,6 984 | 00 3 25 63 31,4 libre O:e 10368
nas particulas
. 19 libre de
5°C sema- 118 15 98,4 0,1 3 26 62 31,8 icul 11654
Has particulas
26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. icul n.d.
nas particulas
7 libre de
sema- n.d. 1,7 97,6 0,7 3 25 63 31,1 icul 13853
Has particulas
. 19 libre de
25°C sema- n.d. 1,7 97,1 1,2 3 24 61 31,6 icul 12556
nas partlcu as
26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. icul n.d.
nas particulas
7 .
40°C | sema- | nd. 20 | 9a1 | 31 5 19 59 g70 | [libre ":e n.d.
nas partlcu as
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19 libre de
sema- n.d. 4,3 88,8 6,9 6 13 55 211,0 . n.d.
nas particulas

n.d. = no determinada

La formulacién G es una formulacidén ligquida que tiene

la composicién siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM &cido

5 citrico, 120 mM cloruro sbédico, 10 mM metionina, 0,02% de
polisorbato 80, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 6,5.
; HPLC - exclusion de - S turbi- particulas activi-
condi- . -
ciones tiempo | concen- tamafios HPLC - intercambio ionico dez visibles dad
d de tracion de (FTUL) enzi-
| e alma- | proteina | HMW | mon6- | LMW | FabNS | Fc- Fab matica
ama- | cenaje | (mg/ml) | (%) | mero | (%) clips Lys PE/Q (U/ml)
cenaje (%) atb (%) | (%) (%)
- inicial | 126 18 | 981 | 00 4 26 62 40,3 libre de | 4 530g
particulas
agita- 1 .
cion | sema- 122 18 | 982 | 00 n.d. n.d. n.d. 356 libre O:e 9324
5oC na particulas
agita- 1 .
cion sema- 125 2,3 97,7 0,1 n.d. n.d. n.d. 35,7 I'bfe o:e n.a.
25°C na particulas
conge-
lacion/ 5 libre de
des- ciclos) 126 19 98,1 0,0 n.d. n.d. n.d. 34,5 . 11270
particulas
conge-
lacién
7 esencial-
sema- 124 1,8 98,2 0,0 3 24 63 38,5 mente libre 12854
nas de particulas
19 libre de
5°C sema- 118 1,7 98,2 0,1 3 26 62 37,6 . 11202
particulas
nas
26 .
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. I'b(e de n.d
particulas
nas
7 esencial-
sema- n.d. 19 97,4 0,7 2 24 63 40,2 mente libre | 11645
nas de particulas
19 libre de
25°C sema- n.d. 2,1 96,9 11 3 24 60 36,9 . 14233
particulas
nas
26 .
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. I|br,e de n.d.
nas particulas
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40°C

7 esencial-
sema- n.d. 3,1 94,3 2,6 5 19 58 101,0 mente libre n.d.
nas de particulas
19 libre de
sema- n.d. 4,8 89,4 5,8 7 12 52 385,0 p n.d.
nas particulas

n.d. = no determinada

La formulacidén H es una formulacidén liquida que tiene

la composicidén siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM acido

5 citrico, 210 mM trehalosa dihidratada, 10 mM metionina, 0,06%
de polisorbato 80, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 6,5.
; HPLC - exclusion de . s turbi- particulas activi-
condi- . - L
ciones tiempo | concen- tamarios HPLC - intercambio ionico dez visibles dad
d de tracion de (FTU) enzi-
€ alma- | proteina | HMW | moné- | LMW | FabNS | Fe- Fab matica
alma- | congje | (mgiml) | (%) | mero | (%) | clips | Lys | pEQ (U/mi)
cenaje (%) atb (%) | (%) | (%)
- inicial 127 20 | 980 | 00 3 26 62 334 librede | 4159
particulas
agita- 1 libre de
cion sema- 128 1,9 98,1 0,0 n.d. n.d. n.d. 30,3 icul 10936
5oC na particulas
agita- 1 libre de
cion sema- 127 19 98,0 0,1 n.d. n.d. n.d. 29,7 . 12595
25°C na particulas
conge-
lacién/ 5 ;
_ libre de
des- ciclos) 127 1,9 98,1 0,0 n.d. n.d. n.d. 32,0 ioul 11442
conge- particulas
lacién
! libre de
sema- 124 1,8 98,2 0,0 3 24 63 33,8 . 11723
nas particulas
19 libre de
5°C sema- 122 1,7 98,2 0,1 3 26 62 30,8 icul 12180
nas particulas
26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. . n.d.
nas particulas
! libre de
sema- n.d. 2,0 97,3 0,7 3 25 62 30,8 . 12328
nas particulas
25°C
19 libre de
sema- n.d. 2,1 96,9 11 4 24 60 314 . 12017
nas particulas
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26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. p n.d.
particulas
nas
! libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. 5 20 58 84,8 P n.d.
particulas
nas
40°C
19 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. 7 11 50 295,0 P n.d.
nas particulas

n.d. = no determinada

La formulacién I es una formulacidén ligquida que tiene

la composicidédn siguiente: 120 mg/ml de rituximab, 20 mM L-

histidina, 120 mM cloruro sédico, 10 mM metionina, 0,04% de

5 polisorbato 80, 12.000 U/ml de rHUPH20 a pH 6,0.
; HPLC - exclusién de - S turbi- particulas activi-
condi- . -
ciones tiempo concen- tamafios HPLC - intercambio i6nico dez visibles dad
de de tracion de (FTU) enzi-
| alma- proteina | HMW | mon6- | LMW | Fab NS Fc- Fab matica
ama- | cenaje | (mg/ml) | (%) | mero | (%) clips Lys PE/Q (U/ml)
cenage (%) ath (%) | (%) (%)
- inicial 123 1,7 983 | 0,0 3 25 62 34,0 librede | 41599
particulas
ag[ta- 1 libre de
cion sema- 125 1,6 98,3 0,0 n.d. n.d. n.d. 33,3 P 12231
o particulas
5°C na
agita- 1 libre de
cién sema- 124 1,7 98,3 0,1 n.d. n.d. n.d. 32,1 p 8371
o particulas
25°C na
conge-
lacion/ _ 6 libre de
des- ciclos) 123 1,8 98,1 0,0 n.d. n.d. n.d. 32,9 icul 12058
conge- particulas
lacién
7 .
sema- 122 1,6 984 | 00 3 25 62 335 libre O:e 11108
nas particulas
19 .
5C | sema- 119 16 984 | 01 3 26 62 34.4 libre O:e 11548
nas particulas
26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. icul n.d.
nas partlcu as
7 .
sema- n.d. 1,7 977 | 06 3 25 62 34,8 libre O:e 12679
nas particulas
25°C
19 libre de
sema- n.d. 1,8 97,2 1,1 4 24 60 34,6 P 13252
nas particulas
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26 libre de
sema- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. p n.d.
particulas
nas
! libre de
sema- n.d. 2,5 94,9 2,6 5 20 58 88,1 p n.d.
particulas
nas
40°C
19 libre de
sema- n.d. 3,7 90,4 59 7 14 53 292,0 . n.d.
nas particulas

n.d. = no determinada

La formulacién J es una formulacidén ligquida que tiene

la composicidén siguiente: 25 mg/ml de GA101
5 mM L-histidina, 240 mM trehalosa dihidratada,

xamero 188, 2.000 U/ml de rHUPH20 a pH 6,0.

(huMab<CD20>) ,

20

0,02% de Polo-

tempe-
ratupra iemno concen. HPLC - exc~lusién de HPLC j’in_tercambio activi-
almace- p C tamafios iénico ) ) dad
- de tracion de turbidez | particulas .
naje/ | . FTU isibl enzi-
condi- | &M% proteina mono- region pico (FTU) VISIOIES | matica
: cenaje (mag/ml) HMW LMW e L
ciones (%) mero %) acida principal (U/ml)
de estrés (%) (%) (%)
- inicial 25,1 06 98,5 09 18,5 68,6 6,0 libre de | 1833
particulas
26 libre de
-20°C sema- 26,2 0,6 98,6 0,8 18,7 68,3 5,8 . 2078
particulas
nas
26 libre de
5°C sema- 25,7 0,7 98,4 0,9 19,1 67,9 5,6 . 1380
particulas
nas
26 libre de
25°C sema- 25,9 0,9 97,3 1,9 26,7 60,8 6,0 . 978
particulas
nas
<
esencial- limite
26 mente de
40°C sema- 26,1 3,0 86,8 9,7 40,9 19,5 7,2 . .
libre de cuanti-
nas . A
particulas fica-
cion

n.d. = no determinado

Ejemplo 2

Preparacibén de formulaciones liquidas de 2H7 humanizado

10 anti-CD20
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Para la preparacidén de las formulaciones liquidas, el
anticuerpo recombinante humanizado 2H7 anti-CD20 (2H7.v16,
descrito en WO 2006/084264) se somete a cambio de tampdn,
adoptando el tampdén de diafiltracidn que contiene la composi-
cidén de tampdn ya anticipada y, si fuera necesario, se con-
centra hasta una concentracidén de anticuerpo aprox. de 60 a
120 mg/ml. Una vez alcanzada la concentracidén deseada se afa-
den los excipientes (p.ej. trehalosa, rHuPH20, Polisorbato
20) en forma de soluciones patrdén a la solucidn del anticuer-
po. Finalmente se ajusta la concentracidédn de proteina con el
tampdén de la formulacidén final hasta una concentracidn de 2H7T
humanizado de aprox. 30, 50 6 100 mg/ml.

Todas las formulaciones se filtran en condiciones esté-
riles en filtros de fijacidén de proteinas de 0,22 pm y se
envasan en condiciones asépticas en viales de vidrio estéri-
les de 3 ml con tapones de caucho butilo laminos con resina
fluorada, que se cierran con sellos de tipo “flip-off” de
aluminio-plastico. El volumen envasado es de aprox. 1,2 ml.
Estas formulaciones se almacenan a diferentes temperaturas
(5°C, 25°C y 40°C) durante diferentes intervalos de tiempo.
Las muestras se analizan en cada punto temporal de estabili-
zada por los métodos analiticos siguientes:

1) espectrofotometria UV

2) cromatografia de exclusidén de tamafios (SEC)

3) cromatografia de intercambio idnico (IEC)

4) ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento

(CDC) para determinar la actividad del 2H7 humanizado

{501117.DOC v.1}



10

15

20

25

- 112 -

5) ensayo de turbidimetria para determinar la actividad
del rHuPH20

1) . La concentracidén de proteina se determina por es-
pectroscopia de absorcidén ultravioleta empleando un espectro-
fotébmetro Agilent 8453, en un intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 240 nm y 400 nm. Las muestras se diluyen
gravimétricamente hasta aprox. 0,5 mg/ml con el correspon-
diente tampdn de formulacidn. Las concentraciones de proteina
se calculan con arreglo a la ecuacidn 1:
concentracidén de proteina = ((BApax — Asz) x DF) / (e(cn@/mg) X
d(cm)) (ecuacidn 1)
en la que DF es el factor de dilucidén; d es la longitud de
recorrido a través de la cubeta; y € es el coeficiente de
extincidén, que es de 1,75 (cn@/mqu para el 2H7 en la Apsx. La
absorcién de luz UV en la Apsx (por ejemplo de 278 a 280 nm)
se corrige con la dispersidén de la luz a 320 nm y se multi-
plica por el factor de dilucidn, que se determina a partir de
las masas pesadas y de las densidades de la muestra pura vy
del tampdédn de dilucidn. E1l numerador se divide por el produc-
to de la longitud de recorrido a través de la cuba d y el
coeficiente de extincidn €.

2). Se aplica la cromatografia de exclusidédn de tamafios
(SEC) para detectar las especies solubles de peso molecular
elevado (agregados) y los productos de hidrdélisis de peso
molecular bajo (fragmentos) de las formulaciones. La SEC se
efectlia en un aparato HPLC de la serie 1100 de Agilent Tech-
nologies, Inc., equipado con un detector UV (longitud de onda

de deteccidén: 280 nm) y una columna TSK G3000SWXL (7,8 x 300
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mm) . Se separan los mondmeros intactos, los agregados y los
productos de hidrélisis con un perfil de elucidn isocratico,
empleando fosfato potésico 0,20 M y cloruro potasico 0,25 M
de pH 6,2, con un caudal de 0,3 ml/min.

3). Se realiza la cromatografia de intercambio idnico
(IEC) para detectar los productos de degradacidn quimica que
alteran la carga neta del anticuerpo anti-CD20 en las formu-
laciones. A tal fin se incuba el anticuerpo anti-CD20 con la
carboxipeptidasa B para catalizar la hidrdélisis de los ami-
noadcidos béasicos. La cromatografia de intercambio idénico se
lleva a cabo en un aparato HPLC de la serie 1100 de Agilent
Technologies, Inc., equipado con un detector UV (longitud de
onda de deteccidédn: 280 nm) y una columna Dionex ProPac WCX-10
(4 x 250 mm). Se separan las variantes acidas y béasicas em-
pleando un gradiente lineal de fosfato potasico 25 mM de pH
6,9 (fase mévil A) y cloruro potédsico 120 mM, disuelto en
fosfato potésico 25 mM (fase mévil B), con un caudal de 0,5
ml/min.

4) . El ensayo de la citotoxicidad dependiente de com-
plemento (CDC) se realiza para determinar la actividad Y“in
vitro” del anticuerpo anti-CD20. E1l ensayo de la potencia de
la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) se emplea
para medir la capacidad del anticuerpo de lisar las células
del linfoblastoide B humano (WIL2-S) en presencia de comple-
mento humano. Este ensayo se realiza en placas de 96 hoyos de
microvaloracién de cultivo de tejido. En este ensayo se incu-
ban concentraciones variables del material de referencia, el

anticuerpo anti-CD20, el control o la o las muestras diluidas
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en el diluyente de ensayo junto con células WIL2-S (50.000
células/hoyo) en prsencia de una cantidad fija de complemento
humano. Se incuba la placa a 37°C/5 % de CO2 en un incubador
humidificado durante 1-2 horas. Una vez finalizado el periodo
de incubacidn se afiaden a cada hoyo 50 pl del colorante redox
ALAMARBLUE™ vy se 1incuba la placa durante 5-26 horas. E1
ALAMARBLUE™ es un colorante redox de fluorescencia de una
longitud de onda de excitacidén de 530 nm y una longitud de
onda de emisidén de 590 nm, cuando las células vivas lo redu-
cen. Por consiguiente, los cambios de color y de fluorescen-
cia son proporcionales al numero de células viables. Los re-
sultados, expresados en unidades relativas de fluorescencia
(RFU), se representan en una grafica frente a las concentra-
ciones del anticuerpo anti-CD20 y se emplea un programa para-
lelo para estimar la actividad de las muestras de anticuerpo
anti-CD20 con respecto al material de referencia.

5). Se realiza un ensayo turbidimétrico para determinar
la actividad de la hialuronidasa y la concentracidén enzimdti-
ca. Este método se basa en la formacidén de un precipitado
insoluble cuando el acido hialurdénico se une a la alblmina
del suero acidificado. Resumiento, se prepara una serie de
diluciones del patrdén de referencia de trabajo de la hialuro-
nidasa rhuPH20 (Halozyme, Inc.), comprendidas entre 2,5 U7ml
y 0,25 U/ml en el diluyente de la enzima (70 mM NaCl, 25 mM
PIPES, pH 5,5, 0,66 mg/ml de gelatina hidrolizada, un 0,1 %
de albUmina de suero humano). Se diluyen las muestras de re-
ferencia hasta un concentracidén final de 1,5 U/ml en el dilu-

yente de la enzima. Se trasvasan 30 pl del patrdén y de las
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diluciones de las muestras a una placa de 96 hoyos de “fondo
negro transparente” (Nunc). Después se recubre la placa y se
calienta previamente a 37°C durante 5 minutos. Se inicia la
reaccidédn afiladiendo 30 pl de solucidn de sustrato adcido hialu-
rénico 0,25 mg/ml (70 mM NaCl, 25 mM PIPES, pH 5,5, 0,25
mg/ml de hialuronato sdédico seco, Lifecore Biomedical). Se
agita la placa brevemente y se incuba a 37°C durante 10 minu-
tos. Después de este paso de incubacidén se interrumpe la
reaccidén afiadiendo 240 pl de solucidn de trabajo de suero (un
2,5 % de suero de caballo, acetato potasico 500 mM, pH 4,25).
Después de un periodo de desarrollo de 30 mintos a temperatu-
ra ambiente se mide la turbidez de la mezcla reaccionante en
un lector de microplacas a una longitud de onda de 640 nm. La
disminucidén de la turbidez resultante de la actividad enziméa-
tica en el sustrato de acido hialurénico es un indicativo de
la actividad de la hialuronidasa. Se determina la actividad
de la muestra con respecto a la curva de calibrado, generada
con diluciones del patrdén de referencia de trabajo rhuPH20.

Los resultados obtenidos con las diferentes formulacio-
nes de anticuerpo 2H7 humanizado se recogen en las tablas

siguientes.
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La formulacién K es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente: 30 mg/ml
de 2H7 humanizado, 30 mM acetato sédico, 8% de trehalosa dihidratada, 0,02% Polisorbato 20, O

U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

) Concentracion HPLC exclusion tamafios HPLC intercambio ionico Potencia CDC Actividad
Temperatura Tiempo de proteina Monémero LMW | % variante . L (% actividad enzimatica
almacenaje almacenaje (mg/ml) HMW (%) %) %) scida % pico principal especifica) (U/ml)
- Inicial 32 0,9 98,9 0,2 27,1 67,5 103 ND
12 semanas ND 0,8 98,1 11 27,8 65,9 110 ND
24 semanas ND 0,8 98,1 1,1 25,6 68,1 89 ND
soc 36 semanas ND 0,9 98,6 0,5 27,0 68,3 97 ND
48 semanas ND 1,0 97,4 1,6 25,9 68,3 96 ND
72 semanas ND 0,9 97,9 1,2 25,2 68,2 109 ND
96 semanas ND 0,9 97,8 1,3 28,1 66,1 96 ND
4 semanas ND 0,7 98,0 1,2 29,5 64,7 ND ND
p5oC 8 semanas ND 0,8 97,7 15 32,5 61,9 ND ND
12 semanas ND 0,8 97,4 1,8 35,0 59,1 83 ND
24 semanas ND 1,0 96,8 2,2 40,9 52,1 ND ND
2 semanas ND 0,7 97,8 1,6 36,0 57,7 ND ND
40°C 4 semanas ND 0,8 96,6 2,5 45,1 47,4 ND ND
8 semanas ND 1,0 94,9 4,1 60,3 33,3 ND ND
*ND = no determinada
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La formulacién L es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente:
de 2H7 humanizado,
1500 U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

30 mM acetato sdédico,

8% de trehalosa dihidratada,

30 mg/ml
0,02% Polisorbato 20,

HPLC exclusion tamafios

HPLC intercambio iénico

Potencia CDC (%

Actividad

Temperatura Tiempo Concentracion de - _ — _ — o \ S
almacenaje almacenaje protefna (mg/ml) HMW | Monémero | LMW | % variante acida | % pico principal | actividad especifi- enzimatica
(%) (%) (%) ca) (U/mi)
- Inicial 32 0,9 98,9 0,2 27,1 67,4 114 1309
5°C 12 semanas ND 0,8 97,9 1,3 27,6 65,7 110 1520
24 semanas ND 0,8 98,1 1,2 26,1 67,1 82 1112
36 semanas ND 0,9 97,3 1,8 27,0 67,9 98 1166
48 semanas ND 0,9 97,3 1,8 26,2 67,9 100 1620
72 semanas ND 0,9 97,9 1,3 26,0 68,2 97 ND
96 semanas ND 0,9 97,8 1,3 28,1 66,0 96 ND
25°C 4 semanas ND 0,7 98,0 1,3 29,5 64,7 ND 1147
8 semanas ND 0,8 97,8 1,4 32,1 61,9 ND 847
12 semanas ND 0,8 97,3 1,9 35,1 59,3 89 892
24 semanas ND 1,0 96,8 2,2 41,3 51,9 ND 777
40°C 2 semanas ND 0,8 97,6 1,6 35,3 57,4 ND ND
4 semanas ND 0,8 96,7 2,4 45,2 46,9 ND ND
8 semanas ND 1,0 95,0 4,0 59,8 34,3 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién M es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente:
de 2H7 humanizado,

30 mM acetato sdédico,
12.000 U/ml de rhuPH20 a pH 5,3.

8% de trehalosa dihidratada,

30 mg/ml
0,02% Polisorbato 20,

HPLC exclusion tamafios

HPLC intercambio iénico

Temperatura Tiempo Concentracion de AW | Mo LMW ;3}3?;;3 S;SC%) Qi%ﬁ?{?ﬁ
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) (%) or(l(;]r?ero (%) % variante &cida | % pico principal ca) (U/ml)
- Inicial 33 0,9 98,9 0,2 27,2 67,4 103 10584
12 semanas ND 0,8 97,7 1,6 26,5 66,8 111 8864
24 semanas ND 0,8 97,8 1,4 25,8 68,1 85 14319
soC 36 semanas ND 0,8 97,5 1,7 27,1 68,0 96 11408
48 semanas ND 0,9 96,7 2,4 26,2 67,9 95 13817
72 semanas ND 0,9 97,6 1,6 26,4 68,0 98 ND
96 semanas ND 0,9 97,4 1,6 28,3 65,8 108 ND
4 semanas ND 0,8 97,7 1,5 29,6 64,7 ND 13464
p5oC 8 semanas ND 0,8 97,4 1,7 32,1 61,9 ND 10975
12 semanas ND 0,9 97,0 2,1 35,4 58,7 92 10394
24 semanas ND 1,0 96,5 2,5 41,0 51,8 ND 819
2 semanas ND 1,1 97,3 1,6 35,7 57,2 ND ND
40°C 4 semanas ND 0,8 96,6 2,5 455 47,5 ND ND
8 semanas ND 1,0 94,9 4,1 59,9 33,3 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién N es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente:
de 2H7 humanizado,
U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

30 mM acetato sdédico,

8% de trehalosa dihidratada,

50 mg/ml
0,02% Polisorbato 20, O

HPLC exclusion tamafios

HPLC intercambio iénico

Temperatura Tiempo Concentracion de AW | Mo LMW ;3}3?;;3 S;SC%) Qi%ﬁ?{?ﬁ
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) (%) or(l(;]r?ero (%) % variante &cida | % pico principal ca) (U/ml)
- Inicial 50 0,9 98,9 0,2 27,0 67,6 107 ND
12 semanas ND 0,9 98,1 1,0 26,9 66,6 86 ND
24 semanas ND 0,9 97,9 11 25,8 67,7 88 ND
soC 36 semanas ND 1,0 97,9 11 27,1 68,5 92 ND
48 semanas ND 1,0 97,8 1,2 26,2 67,8 95 ND
72 semanas ND 1,0 97,8 1,2 26,5 67,9 101 ND
96 semanas ND 1,1 97,6 1,3 28,4 65,8 98 ND
4 semanas ND 0,9 97,9 1,2 29,5 64,9 ND ND
p5oC 8 semanas ND 0,9 97,6 15 32,1 61,8 ND ND
12 semanas ND 1,0 97,4 1,6 35,3 58,9 86 ND
24 semanas ND 0,9 97,9 1,1 40,0 52,8 ND ND
2 semanas ND 0,9 97,5 1,6 35,3 56,9 ND ND
40°C 4 semanas ND 1,1 96,2 2,7 45,2 47,8 ND ND
8 semanas ND 1,4 94,1 4.4 59,7 32,9 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién O es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente:
de 2H7 humanizado,

30 mM acetato sdédico,
1.500 U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

8% de trehalosa dihidratada,

50 mg/ml
0,02% Polisorbato 20,

HPLC exclusion tamafios

HPLC intercambio iénico

Temperatura Tiempo Concentracion de AW | Mo LMW ;3}3?;;3 S;SC%) Qi%ﬁ?{?ﬁ
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) (%) or(l(;]r?ero (%) % variante &cida | % pico principal ca) (U/ml)
- Inicial 51 0,9 98,9 0,2 27,1 67,4 116 1537
12 semanas ND 0,9 97,8 1,3 25,8 67,4 109 1454
24 semanas ND 0,9 97,9 1,2 26,0 67,7 84 1372
soC 36 semanas ND 1,0 97,5 15 27,7 67,3 93 1432
48 semanas ND 1,1 97,0 2,0 26,0 68,4 102 1356
72 semanas ND 1,1 97,6 1,4 26,5 68,0 97 ND
96 semanas ND 1,2 97,6 1,3 28,2 65,9 104 ND
4 semanas ND 0,9 97,9 1,3 29,7 64,6 ND 1269
p5oC 8 semanas ND 0,9 97,4 1,6 32,1 62,0 ND 966
12 semanas ND 1,0 97,5 15 35,2 58,9 89 1002
24 semanas ND 1,3 96,5 2,2 40,5 52,2 ND ND
2 semanas ND 0,9 97,5 1,6 35,9 56,1 ND ND
40°C 4 semanas ND 1,1 96,3 2,6 46,5 457 ND ND
8 semanas ND 1,4 94,6 4,0 60,5 31,9 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién P es una formulacidén liquida que tiene la composicidédn siguiente: 50 mg/ml
de 2H7 humanizado, 30 mM acetato sédico, 8% de trehalosa dihidratada, 0,02% Polisorbato 20,
12.000 U/ml de rhuPH20 a pH 5,3.

) . HPLC exclusion tamafios HPLC intercambio ionico Potencia CDC (% Actividad
Temperatu_ra Tlempo_ Concgntramon de MW 1 Mondmero | LMW . — ' . actividad especifi- enzimatica
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) ) %) (%) % variante acida | % pico principal ca) (U/ml)
- Inicial 52 0,9 98,9 0,2 27,2 67,4 110 9932
12 semanas ND 0,9 97,7 1,4 26,8 67,6 102 9668
24 semanas ND 0,9 97,7 1,4 25,7 68,2 ND 11292
. 36 semanas ND 1,0 97,5 15 27,5 67,0 96 15469
>C 48 semanas ND 1,1 97,4 1,6 26,1 68,2 100 10832
72 semanas ND 1,0 97,7 1,3 26,3 68,0 106 ND
96 semanas ND 1,2 97,4 15 29,3 64,8 100 ND
4 semanas ND 0,9 97,6 1,5 29,7 64,6 ND 11765
o5 8 semanas ND 1,0 97,6 1,4 32,3 61,9 ND 11594
12 semanas ND 11 97,1 1,8 35,4 58,8 86 10119
24 semanas ND 1,2 96,4 2,4 41,1 51,8 ND 8960
2 semanas ND 11 97,3 1,6 35,9 55,5 ND ND
40°C 4 semanas ND 11 96,4 2,5 44,9 46,5 ND ND
8 semanas ND 1,4 94,5 4,1 60,4 33,2 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién Q es una formulacidén liquida que tiene la composicidédn siguiente: 100 mg/ml
de 2H7 humanizado, 30 mM acetato sédico, 8% de trehalosa dihidratada, 0,02% Polisorbato 20, O
U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

) . HPLC exclusion tamafios HPLC intercambio ionico Potencia CDC (% Actividad
Temperatu_ra Tlempo_ Concgntramon de MW 1 Mondmero | LMW . — ' . actividad especifi- enzimatica
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) ) %) (%) % variante acida | % pico principal ca) (U/ml)
- Inicial 102 1,0 98,8 0,2 27,2 67,5 101 ND
12 semanas ND 1,2 97,7 1,1 26,7 68,0 106 ND
24 semanas ND 13 97,6 1,2 25,8 67,5 84 ND
. 36 semanas ND 1,3 97,2 15 27,4 67,4 95 ND
>C 48 semanas ND 1,3 97,2 1,6 26,2 68,3 89 ND
72 semanas ND 1,4 97,4 1,2 26,4 68,3 106 ND
96 semanas ND 1,5 97,2 1,2 28,1 66,4 96 ND
4 semanas ND 1,2 97,5 1,2 31,0 63,7 ND ND
o5 8 semanas ND 15 97,2 1,4 32,4 61,9 ND ND
12 semanas ND 1,6 96,7 1,7 35,4 58,9 90 ND
24 semanas ND 1,9 96,0 2,1 40,6 52,1 ND ND
2 semanas ND 1,4 97,1 1,6 35,4 57,7 ND ND
40°C 4 semanas ND 18 95,5 2,7 45,6 47,3 ND ND
8 semanas ND 2,3 93,5 4,3 60,3 32,9 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién R es una formulacidén liquida que tiene la composicidén siguiente: 100 mg/ml
de 2H7 humanizado, 30 mM acetato sédico, 8% de trehalosa dihidratada, 0,02% Polisorbato 20,
1.500 U/ml de rhuPH20 a pH 5, 3.

Temperatura Tiempo Concentracion de HMHVT/LC e'\;clu?ién tamaﬁLo';sAW o HPI;C ,in'tg rcar;biq iénic.o ival Poyepcia cbe (% ACFiVi,d:dd
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) (%) Or(‘%‘ero ) b variante cida | % pico principa acthldaga!)%Spelel- en(ZLIJTrﬁ:;C&

- Inicial 101 1,0 98,8 0,2 27,3 67,5 98 1389

5°C 12 semanas ND 1,2 97,7 1,2 25,3 67,7 104 1655

24 semanas ND 1,3 97,6 1,2 26,0 67,6 82 1381

36 semanas ND 1,3 96,6 2,2 26,7 68,7 95 1644

48 semanas ND 1,3 96,5 2,2 26,2 68,2 94 1381

72 semanas ND 1,4 97,5 1,2 26,7 68,1 106 ND

96 semanas ND 1,5 97,2 1,3 28,1 66,2 95 ND

25°C 4 semanas ND 1,2 97,5 1,2 29,2 64,2 ND 1376

8 semanas ND 1,4 97,3 1,3 32,5 60,4 ND 1018

12 semanas ND 1,6 96,9 15 35,3 58,9 91 942

24 semanas ND 1,9 96,0 2,2 40,7 53,8 ND 616

40°C 2 semanas ND 1,3 97,1 15 35,8 55,8 ND ND

4 semanas ND 1,8 95,6 2,7 45,8 47,6 ND ND

8 semanas ND 2,3 93,6 4,0 59,3 32,4 ND ND

*ND = no determinada
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La formulacién S es una formulacidén liquida que tiene la composicidn siguiente:
de 2H7 humanizado,

30 mM acetato sdédico,
12.000 U/ml de rhuPH20 a pH 5,3.

8% de trehalosa dihidratada,

100 mg/ml
0,02% Polisorbato 20,

HPLC exclusion tamafios

HPLC intercambio iénico

Temperatura Tiempo Concentracion de HMW | Mondmero | LMW | % variante acida | % pico principal Poyené:iz o (% Act_ivi,d:ad
almacenaje almacenaje proteina (mg/ml) (%) (%) (%) ° opicop P activi acat)aspeufl— en(lejr}ﬁ;ca
- Inicial 101 1,0 98,8 0,2 27,4 67,4 99 11692
5°C 12 semanas ND 1,1 97,6 1,2 25,8 68,1 97 10599
24 semanas ND 1,2 97,6 1,2 26,1 67,2 80 11946
36 semanas ND 1,2 97,1 1,7 26,1 69,3 95 14894
48 semanas ND 1,3 97,0 1,8 25,7 68,4 89 11820
72 semanas ND 1,4 97,4 1,3 26,4 68,3 102 ND
96 semanas ND 1,5 97,1 1,4 28,1 66,2 97 ND
25°C 4 semanas ND 1,3 97,4 1,3 29,8 64,6 ND 11897
8 semanas ND 1,4 97,1 1,4 32,5 61,6 ND 11117
12 semanas ND 1,5 96,6 1,8 35,5 58,7 89 10763
24 semanas ND 1,9 95,9 2,3 41,1 51,1 ND 7783
40°C 2 semanas ND 14 97,0 1,6 35,6 55,9 ND ND
4 semanas ND 1,8 95,6 2,6 46,0 48,0 ND ND
8 semanas ND 2,2 93,8 4,0 61,4 32,7 ND ND

*ND = no determinada
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Ejemplo 3

Tratamiento de pacientes con la formulacién

Los regimenes en los que se administra el rituximab se
han convertido en el estandar para el tratamiento de pacientes
que sufren varias enfermedades malignas de células B, positi-
vas de CD20. Actualmente se administra el rituximab por infu-
sién intravenosa (i.v.) durante varias horas. Algunos pacien-
tes mencionan los prolongados tiempos de infusidén y los efec-
tos secundarios asociados a la misma como consecuencias no
confortables del actual tratamiento terapéutico. Ademés, el
procedimiento requerido para establecer el acceso intravenosa
se considera invasivo y puede ser doloroso, en particular en
el caso de pacientes que sufren enfermedades malignas y que
deben tratarse repetidamente. La administracidén subcutanea
(s.c.) podria simplificar significativamente el tratamiento,
acortando el tiempo de administracidén a menos de 10 minutos vy
mejorando la experiencia del paciente. La hialuronidasa humana
recombinante (rHUPH20) se ha desarrollado y se ha aprobado
para mejorar la dispersidédn y la absorcidn de los farmacos co-
administrados. Se ha combinado con el rituximab para conseguir
que los volumenes mayores de 10 ml puedan administrarse de
forma segura y conformable por via s.c. La finalidad de este
tratamiento es seleccionar la dosis de la formulacidn s.c. de
rituximab con la rHuPH20 preparada del modo descrito en el
ejemplo 1 (formulacidén A), que da una exposicidn comparable a
la rituximab i.v. y para evaluar su seguridad y tolerabilidad
en pacientes wvarones y mujeres, que sufren linfoma folicular

(FL), durante el tratamiento de mantenimiento.
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En este ejemplo se proporcionan datos del estadio 1 de
un estudio de fase IB aleatorio, de etiqueta abierta, adapta-
ble a varios centros. Se reparten 124 pacientes de forma alea-
toria en cuatro grupos de tratamiento de mantenimiento con el
rituximab: 16 pacientes de control i.v., 34 pacientes de dosis
1 s.c. (375 mg/m?), 34 pacientes de dosis 2 s.c. (625 mg/m’) vy
40 pacientes de dosis 3 s.c. (800 mg/m?). Antes del reparto
aleatorio se tratan los pacientes elegibles por lo menos con
una dosis i.v. de rituximab de 375 mg/m’ en el modo de mante-
nimiento. Para los pacientes integrados en uno de los grupos
S.c. se reemplaza una dosis uUnica i.v. por una dosis s.c. Los
pacientes reciben el rituximab en un régimen de cada 2 meses
(g2m) o bien cada 3 meses (g3m), para la practica local. Los
datos de seguridad se disponen de un total de 119 pacientes.
En general, el rituximab s.c. se tolera bien. No se han publi-
cado observaciones clinicamente significativa ni incidentes

adversos serios atribuibles al tratamiento. Se han anotado un

o©

total de 95 incidentes adversos (AEs) de 46 pacientes (39 %).
El AE documentado méds a menudo es una “reaccidn asociada con
la administracidén” (AAR que incluye sarpullido, eritema y 1li-
geras molestias). Estos AARs son reversibles, predominantemen-
te débiles en intensidad y solamente 1 incidente requirid un
tratamiento (metoclopramida para la nausea). En conjunto, el
perfil AE no es significativamente diferente del que cabia
esperar de pacientes tratados con rituximab i.v. (después de
la ARR, los incidentes méds frecuentes son trastornos gastroin-

testinales e infecciones débiles). Se publican cuatro inciden-

tes adversos serios (SAEs) en 4 pacientes separados, todos

{501117.p0OC v.1}



10

15

20

25

- 127 -
ellos por causas ajenas a la medicacién del estudio. No se
registraron AEs con desenlace fatal, ni abandonos ni interrup-
ciones del tratamiento.

El volumen total administrado por via s.c. a cada pa-
ciente se situa entre 4,4 y 15,0 ml. El1 volumen promedio in-
yectado por unidad de tiempo es de 2 ml/min. Las concentracio-
nes maximas de rituximab en el suero de los grupos tratados
por via s.c. se observan entre el dia 2 y el 8 (48 h y 168 h).
Los parametros farmacocinéticos son lineales con respecto a la
dosis a lo largo del intervalo de dosis administradas por via
s.c. (375, 625 y 800 mg/m?). Las concentraciones de rituximab
en el dia 28 (Cus) y la extensidédn de la exposicidn del suero
(AUCp-57) en pacientes que reciben 625 mg/m2 de rituximab s.c.
son comparables a las que los pacientes que reciben la dosis
estandar de rituximab i.v. de 375 mg/m’.

Conclusidén: el rituximab subcutdneo puede administrarse
de modo rapido, confortable y seguro, lograndose una exposi-
cidén del suero comparable a la de la formulacidn intravenosa
aprobada para pacientes Fl1 durante el tratamiento de manteni-
miento. La experiencia del paciente es favorable. Estos resul-
tados animaron a seguir probando el rituximab subcutédneo y se
ha elegido una dosis fija de 1.400 mg de rituximab s.c. para
el ensayo formal de no inferioridad Cpinima €n el estadio 2 del
estudio.

Ejemplo 4

Rituximab s.c. frente al rituximab i.v. en pacientes con

linfoma folicular no de Hodgkin
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Los pacientes con linfoma folicular (grado bajo) previa-
mente no tratado reciben un tratamiento de mantenimiento con:
(a) una formulacidén s.c. de rituximab (preparada con arreglo
al ejemplo 1, formulacidén A) en combinacidén con CHOP o CVP, o
bien (b) el rituximab i.v. en combinacidédn con CHOP o CVP.

Se dividen los pacientes en grupos aleatorios para reci-
bir 375 mg/m? de rituximab en forma de infusidén intravenosa o
bien 1.400 mg de rituximab por via subcutanea. Ademas, los
pacientes reciben quimioterapia estandar (CVP o CHOP). Los
pacientes, que consiguen una respuesta completa o parcial des-
pués de 8 ciclos de tratamiento, recibirdn el tratamiento de
mantenimiento durante un numero adicional como maximo de 12
ciclos. Los ciclos de tratamiento de mantenimiento se repeti-
ran cada 8 semanas. El tiempo previsto para el tratamiento del
estudio es de 96 semanas.

El tratamiento con 1.400 mg del anticuerpo anti-CD20
rituximab por via s.c. como tratamiento de mantenimiento cada
8 semanas durante un maximo de 12 ciclos se espera que sea
seguro y eficaz para tratar el linfoma folicular, opcional-
mente en combinacidén con la gquimioterapia (incluido el CHOP o

el CVP).

{501117.p0OC v.1}



TRADUCCION OFICIAL No. 2012-03-01-145
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Caso 26362

Yo/Nosotros, el suscrito

Michael Adler, farmaceuta, ciudadano aleman
Woelflinstrasse 5¢

D-79104 Freibut, Alemania

Hanns-Christian Mahler, farmaceuta, ciudadano aleman
Freie Strassse 10

CH-4001 Basilea, Suiza

Oliver Boris Stauch, farmaceuta, ciudadano aleman
Zasius Strasse 49
D-79102 Freiburg, Alemania

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el inventor(es) unico/conjunto de la invencién
llamada:

Formulaciones

para la cual la primera solicitud(es) se presenté asi-

Pais Fecha de presentacidn No. Serial
26362 EP 11.09.2009 09170110.2

Yy Que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se reconoce por el
presente, yo/nosotros he vendido, cedido y transferido todos los derechos y titulo a y de dicha

invencion y de dicha solicitud(es) en todos los paises del mundo al CESIONARIO:

HLLCCO: 340042.D0OC vl



Legalizacion
Por el presente certificamos que la firma de las personas anteriormente nombradas
Michael Adler, farmaceuta
Hanns-Christian Mahler, farmaceuta

Oliver Boris Stauch, farmaceuta

empleados de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conozco personalmente, es auténtica.

Basilea, Suiza, 12 de enero de 2010
No. 397

Sello Notarial Cancilleria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
(firma: ilegible)

Hanna Lauener

Fotocopia fiel:

Basilea (Suiza), este dia 17 (diecisiete) de junio de 2010 (dos mil diez).
Oblea notarial

BV 445/2010 (firma: llegible)

{JLLCCO: 340042 DOG v.1)3



g

S

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por (ilegible) Christoph Nertz
actuando como Notario Publico
y certificado por el sello de la persona anteriormente mencionada
Certificado
en Basilea 6. el 21 de junio de 2010

por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
No. 4183/ (ilegible)398

Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible)
Sello de la Cancilleria de Estado Dorothea Scherrer
de la Ciudad de Basilea

Traducido segiin mi mejor saber y entender, este dia 1 de marzo de 2012, en la ciudad de

Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de
Justicia, Republica de Colombia.

TORA OFICIAL
FRUNLISTICIA

{JLLCCO: 340042.00C v.1}4



REPUBLICA DE COLOMBIA

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

LEGALIZACION

Pais: REPUBLICA DE COLOMBIA
(Country: - Pays:)

El presente documento publico
(This public document - Le présent acte public)

_ " Ha sido firmado por: ESCOBAR DE TAMAYO ANITA CECILE
; 3 (Has beensigned by: - A &€ signé par:)
') Actuando en calidad de: TRADUCTOR OFICIAL
2 (Acting in the capacity ol - Agissanl en qualité de: )
. Llevael sello/estampilla de: TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
(Bears the seal/stamp of: - 1ist revétu du sceau de / timbre de:)
Certificado
it e % (Certilied - Atlesté)
' En:  BOGOTAD.C
(Al - A
El: 3/6/2012 11:19:15 AM
% (On: - Le)
. Por: APOSTILLA Y LEGALIZACION 4
£ x (By: The Ministry of Foreign Alfairs of Colombia - Par: Ministére des A [laires Etrangeres de la Colombie )

No: LMDG111915194

(Under Number: - Sous le numéro:)

Nombre del Titular: 4183

(Name of the holder of document: - Nom du titulaire:)

Tipo de documento: TRADUCCION APOSTILLA

(Type of document: - Type du document:)

Numero de hojas: 3
(Number ol pages: = Nombre de pages:)

G330 2257600 1 225

Firmado Digitalmente por: (Digitally Signed by:) P //i/
Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia Q_,_A,,,.«»-w%,;f. F -
GIOVANNY ANGULO ARIZA
Reason: DOCUMENT AUTHENTICITY #

BOGOTA - COLOMBIA

La aulenticidad de este documento puede ser verificada en el Registro Electrénico que se encuentra en la siguiente pagina
The authenticity of this document may be verified by accessing the e-Register on the following web site:
g L'authenticité de celte documenl peut étre vérifiée en accédant I'e-Registre sur le sile web suivant:

www.cancilleria.gov.co/legalizaciones



e

Case 26362

Assignment
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[/WE, the undersigned

Michael Adler, pharmacist, @ German citizen
Woelllinstrasse 5¢
D-79104 Freiburg, Germany

Hanns-Christian Mahler, pharmacist, a German citizen
Freie Strasse 10

CH-4001 Basel, Switzerland

Oliver Boris Stauch, pharmacist, a German citizen

Zasius Strasse 49
D-79102 Freiburg, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Formulation

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.

26362 EP 11.09.2009 09170110.2

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and tiile to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE: ‘

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
[reland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country

(countries) in accordance with international conventions. ‘
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Signed at Basel, Switzerland on December 17, 2009 ?
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Notarization required
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Legalization
We hereby certify that the signature of the above named

Michael Adler, pharmacist
Hanns-Christian Mahler, pharmacist
Oliver Boris Stauch, pharmacist

in the employ of F. Hoffmann-La Roche AG, who is/are
personally known to us, is genuine.

Basle, Switzerland

No- 12 Jan. 7010

asnta Chancery of the
i of Basle-City
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