s .
Pl A

ri:m\'\mﬂm’]\\‘m 1ercio

INTENDENCIA

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

3
i

.1 EXPEDIENTE No. {

54. TITULO

/ S

I = e e i R e

51 CLASIFICACION INTERNACléNAL o

7. SOLICITANTE

e e e e e i e e e

DOMICILIO

e

4 APODERADO

20 BOGOTA, D.C.,

G l("?\ ,

(FORMA P-10)




PETITORIO

-~ -

! SUPERINTENDENGIA DE (NDUSTRIAY COMERCIO

DA LA

054162- -00000-0
o Dep. 2020 NUECREACION
tva: 378 FASENACIONALL
Folios: 474

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Fecha: 2008-05-28 15:52:24
Tra. 11 PATENTELYD
Act. 411 PRESENTACION

FORMULARIO UNICC wo ouiviiuw UE PATENTE
ST PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL 1S A X

SOLICITUD DE:
[:I Patente de Modelo de Utilidad

@

Patente de Invencidn

X capitulo i. [ capituto .
Nombre: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG, IDENTIFICACION
@ BIOGEN IDEC INC. y GENENTECH, INC.
Direcciéon:  Grenzacherstrasse 124, CH-4070
SOLICITANTE Basilea, 14 Cambridge Center, Cambridge, MA] C.C. ]  wnT [
(71) 02142 y 1 DNA Way, South San Francisco, CA] c& [] oOto [
94080.
Nacionalidad ¢ Domicilio: 8asilea, Suiza,
Cambridge, Massachuseits y South San Cual
Franc_isco, California, Estados Unidos de
América. Numere
Lugar de Constitucion: Suiza, Estados de
Massachusetts y Delaware, E.E.U.U.
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701
E-mail: jlicco@!loredacamacho.com
® Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE cC. T (]
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°, Bogota, ce. [1] oo
REPRESENTANTE |Colombia Cual
ua
O APODERADO  }1outono: 3264270  Fax: 6069701
Namero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jllcco@toredacamacho.com
Tr
& Nombre: TOTORITIS, Mark; SHAW, Timothy, Mark; AGARWAL, Sunil; YOCUM,
David y KELMAN, Ariella.
INVENTOR(ES) | pjreccion: 15797 Caminito Cantaras, Del Mar, CA 92014; 3 Brackenhill
(72) Berkhamsted, Hertfordshire; 4 Wildflower Court, Corte Madera, CA 94925; 1149
Shoreline Drive, San Mateo, CA 94404 y 1732 Jackson Street, #204, South San
Francisco, CA 84109
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América y Gran Bretafta.

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/044250 Fecha: 14/11/06
Publicacion Internacional No. WO 2007/059188 A1 Fecha: 24/05/07

Titulo (54) “METODO PARA TRATAR DANOS EN LAS ARTICULACIONES”

Clasificacion Internacional (§1) _A81K 39/395

Q0| ©

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) NUmero de Soficitud
us 15/11/05 60/737,291
Sl E} NO [:1 Us 06/11/06 60/864,463

@ Comprobante de Pago No. _ 08 - 33.091

Fecha: _24/04/08

o
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documentos de cesion de los inventores.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. 4

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por d
mismo tituiar 0 su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
Otros: Reporte de busqueda internacional con su traduccin, publicacién con su traduccion, opinion
escrita y listado de secuencias.
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ANEXO

Los documentos que acreditan la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA vy/o0 GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS. CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de las sociedades peticionarias,
que facultan a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estan 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
cualguiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

@gé? l‘.(gE)REDA RICAURTE *

T.P. No. 53.215




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

de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacién 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, conferido a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el -
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, e! 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL -
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) g ; %
1. Pais: Suiza el s %ﬁﬁf
Este documento pablico :3% - ?-g’é
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster a.f: - Zea@
3. Actuando en calidad de notario piblico "“ ; ?
4. Lleva el sello del mencionado notario o
Certificado
5. en Basel (Basilea) ' 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basel-Stadt W
8. bajo el No 8835/13376 §§§ PO o
9. Sello 10. Firmai ’f_ﬁ et
Cancilieria de Estado Fdo.: fitma ileqitle’ g
de la ciuded de Basel (Basilea) Ruedi E3 sa*“"‘x;;;?%cw
= js;;'.f::i;af’:.ﬁ%%i‘%}}?é.;:._‘

-----

estas oficinas para su confrontacién.

oy \‘\ oY

RE W CeFu gl wiin

Bogota, 2 de septiembre 2004 A ~z;‘f“

. Traducmrd Juramentada
Resolucién 10607,81 Minjusticia



S ihajo frmadds, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
ung sqciedad organizada y existente de conformidad
«on las feyes de Suiza.

.
*

~

con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo 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 Bogotad, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con e! fin de dar cumplimiento al
parsgrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA yfo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, guedan especiaimente facultades para

‘representarnos ante las autoridades colombianas,

administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facuitamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al cbjeto
indicado: elevar sclicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimlentos; 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
ias medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facuitados para tomar intervencién 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 valido 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 ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industria! la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro. ’

Dado y firmado

It

L F. Hoffmann-La Roc
’. N, e
idolin KlauSner Denise Strebel
der of procuration Mandatory
. i
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The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
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 frue and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicia! agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQ andfor 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; te 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. ali installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, 1o
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
‘pehalf, 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.
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NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland

Basel {ss

On this 17th day of August 2004
personally  pridolin Klausner and Denise Str

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

signed the foregoing instrument, who being by me
el es *\ uloly el [“J:lc /o Nda tad (& duly sworn did depose and say that he is the Holder o
de FHON:MA \NLA ROCHE AG, la compafiia Procuration/Mandatory of FHOFFMANN-LA
nombrada EQ el documento que antecede, una ROCHE AG, the company named within, a

sociedad dedidamdpte organizada y existente
conforme a las Myes\de Suiza, domiciliada en [a
ciudad de Basildg, \juiza, legalmente constituida
para un periodo de\ E‘ racibn que ain na ha
terminado, que ejerce sq bjeto social;, conforme a
las leyes de Suiza, que &l Iarar\te esta autonzado
por dicha Compaiiia para co L![enr este poder; qué el
sello estampado por el al pie # tal poder, en nombre
y en representacion de la expre a2 Compainia, es el
sello oficial de ella; y que el o jeto pera el cual se
confiere este instrumenlo esta d?r'lprendldo dentro
deil de la sociedad.

El suscrito Notario ha visto Id§ \Estatutos de
incorporacion firmados en Suiza, CIUT“ de Basilea,

Corporation organized and existing under the laws of

.. the Switzerland, domiciled at the City of Basel,

legally constituled for a pericd of tenure not yet
expired, which exercises ils corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is authorized by said Company to confer
this power of atiorney, 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

con fecha 1. g 14949y cerlffi que de Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
conformidad con la legislaciéon de dl" Pais, la June 1997 , and hereby certifies that under
anterior  declaracién  juramentada s\ prueba the laws ‘of said Country the foregoing
suficiente de que los hechos sobre que el ersa son acknowladgment Is sufficient proof that the facts
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. therein contained are true, which he attests.
\
'\\ \
Notary Public (Notario Publico). \\\‘\ Basel, this 17-(08-2004 (seventsenth day of
\\\\ 7 . two thousand and four)
\)\
» ! /
4 (e
’ Or. Peter Kuster
.o .2 ol \ Advokat und Notar
Peoterskirchplatz 12
. Pustfach
-2 F"- w" ' f; CH-4001 Basel
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TRADUCCION OFICIAL No. 2007-01-16-029
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

S A 4

The Commonwealth of Massachusetts
William Francis Galvin
Secretario del Commonwealth

APOSTILLA
(Convencién de La Haya de! 5 de coctubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Jeanne S. Schmitter
actuando como Notario Pablico '
lleva el sellofestampilla del Estado de Massachusetts, cuya comisién expira'
el 13 de febrero de 2009

Certificado
en Boston, Massachusetts 8. el 29 de diciembre de 2006
por el Secretario del Commonwealth

No. 1196000

Selio/estampilla: Gran Sello del Commonwealth
Firma: (ilegible)

William Francis Galvin

Secretario del Commonwealth
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PODER
Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espariol.

Dado y firmado este dia 5 de diciembre de 2006
Firma: (ilegible)
Nombre Impreso: Raymond G. Arner
Cargo: Vicepresidente Senior
Principal Asesor Legal de Propiedad Intelectual

Certificado Notarial (Sociedad), documento también escrito en inglés y en espariol.

En este dia 5 de diciembre d'e 2006, ante mi, el suscrito notario publico,
comparecio personalmente

Raymond G. Arner ,

y me demostro con base en evidencia satisfactoria de identificacion, la cual fue
Identificacion con fotografia de Biogen

que es la persona cuyo nombre esta firmado en el documento anterior o adjunto, y

reconocid ante mi que él/elia lo firmé voluntariamente para el fin expresado.

(firma: ilegible)
Jeanne S. Schmitter, Notario Publico
Mi Comision Expira el 13 de febrero de 2009 Sello seco notarial.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 16 de enero de 2007,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replblica de Colmrnblarw!LA OFICIAT:
(13,2177 /89 MINJUSTICLA
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prepared by DGittens
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The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwcealth

APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961}

1. Country: United States of America
This public document

2. has been éigned by: Jeanne S. Schmitter

3. acting in the capacity of:  Notary Public

4. bears the seal/stamp of. the State of Massachusetts
whose commission expires on. February 13, 2009

Certified
5. at: Boston, Massachusetts 6. the: 29 December, 2006

7. by: the Secretary of the Commonwealth
8. No.: 1196000

9. Seal/stamp: Great Seal of the Commonwealth

10. Signature:

%wa%}z&a(

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth
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Los abajo firmados,

BIOGEN IDEC MA INC, Organizada 1y existente
bajo las leyes de Massachusetts , Estados
Unidos.,

con domicilio en
14 Cambridge Center, Cambridge, MA 02142.
Estados Unidos.

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes fegales ¥y
verdaderos en Bogota, con facuitades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiente al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yio 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 policfa, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facuttamos 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 apslacicnes;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todes 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 intersses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los
wibunales, quedan facultados para tomar
intervencién como demandantes o demandados ante
los jusces que sean competentes, pudiendo transar,
someter a arbitros, desistir, percibir y apelar, con
todas las demas facultades que resulten necesarias,
y por e! presente declaramos desde ahora vélido y
bueno cuanto dichos representantes y/o los
apoderados que cualquiera de allos nombre hicieren
en nuestro benelicio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
soficitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos olorgue a nombre
nuestro.

Dadoyfirmado « los S dtas de

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE

D;C‘Qvﬂb{ ,3506'

The undersigned,

BIOGEN IDEC MA INC., organized and existing
under the laws of Massachusetts, United States.

domigiled at

14 Cambridge Center, Cambridge, MA 02142,
United States.

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 exirajudiciat
agents, so as to comply with paragraph 10. of article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are espscially 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, deciarations, claims, recourses and
withdrawals, o 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
receipis, 10 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, 1o
desist, to collect, to appeal and, in shon, 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 t
appointad may do for our banefit. Qm,

'
|

S RIEIRTINTRI S A a0

We also authoriz&ad P ALIGTALLLOR DA-Q
andlor GUSTAVO TAMAYO coHRE/AENs JGNACID”
SANTAMARIA and/or ENRI Ugﬁnsvﬁaﬁi',vmé%wj

for protocolization of thig:d “mﬁiégg'éf afly’gower
10 in ug

ocurﬁ
of attorney by any ongiof 1
name, before the Offi{;'e Adustrial Property..

Signatire;
g [ S Y,
Printed Name: Révmond G.-Arner—
Title: Senior Vice President
—————Chisf Itellectual Property Counsel

(0



CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estado de Hussachocatts (ss

Condado de §4;ad le gu.

Hoy & de Dicie m‘n(‘:—g de 2005, comparecid
Laqmond 6. biner . @Qquienconozcoy

de quien me consta que firmé el anterior documento,

y quien dabidamente juramentado declard y dijo que

6les Vice p-es\den\e Senior

de ¥.0q e~nddec o T

la companfa nombrada en

el documento que anteceds, una sociedad

debidamente organizada y existente conforme a las

leyes dei Estado de Masscchusetts ,
, domiciliada en la ciudad de Cambridge

. Condado #i;ddl o5 ¢, de

Estado de M assachun e t1s Edados Undos o Ame,;cq

legaimente constituida para un perfodo de duracién
que aiin no ha terminado, que ejerce su objeto
soclal; conforme a las leyes del Estado de
uo;Socku.AHs :
que el declarante estd autorizado por dlcha
Compaiila para conferir este poder; que el sello
estampado por él al pie de tal poder, en nombre y en
representacion de la expresada Compaiifa, es el
sello oficial de efla; y que e! objeto para el cual se
confiere este instrumento estd comprendido dentro
del de la sociedad.

€l suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en Cambtid ge ,

Estado de Hussachusedfton fecha) o, 2009, y -

certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracién juramentada es
prueba suficiente de que 'os hechos sobre que ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pablico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

State of Mg se.s c%\osc\\‘s{ss

County of Yidd\ese x

On this (date) day of (month) , 2006, personally

came (name of the person who signed the POA)

.YQ-A:')W\OV\& ey

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 (legal

representant)

DeNPC, Seen ,_;M\ of BIOGEN IDEC MA, INC.
, the company named

within, a Corporation organized and existing under

the laws of the State of Massachusetts ,

dom:cued at the City of Cambridge
Countyof Midd\esex , State Massachusetts
of ,United States e A vicu
, legally constituted for a period

of tenure not yet expired, which exercises its
corporate purposes according to the laws of the State
of - Massachusetts

; that the deponent is authorized by sald Company to
confer this power of attorney; that the seal affixed
hereunto by the deponent in the namea and on behalf
of sald Corporation is the corporate seal thereof; and
that the purposa for which this instrument is granted
is included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the atticles
of Incorporation of said Corporation executed at
Co.m\kulct , State of Woss arwse‘ysq under date of
12 Novembeer 2003 , and hereby
cedifies that under the laws of said State the
foregoing acknowledgment is sufficient proof that the
facts tharein contained are true, which he attests.

Ao Ao A bt

] ua/r} Public (signatfire)

W
tn i ' e e Wl tator
mo, the underaigned notary public. psrwnllly 1ppearod

R%\N\ ond & Acwex

mnmimlon which were

icoenm \de e ghhcdo vio\oadd
to HT l narme by algmd M \he preceding
or Ftachad oCment,
l“lhl slgmd [ 4 M lot B slabed
Oaon b aﬁj:j
NNE 8. sf.‘ MITTER, Notary Public ~—
\ "‘ mmisslon Expites Fcbn_z-.ry 13, 2000 [
1
. -
0 e A, "-vvﬁ ‘ N oy . b
cono KOTARIO szxm tB)&on c,,’,:'u*fo _
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Traduccidn Oficial N° 10-31-191

Traduccién Oficial de un documanto escrite originalmente en inglés, el cual para identificaclén lleva el
sello de fibar A, Espaiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficlal, segun Resolucion # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA
{Canvencién de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: TER! LEE

3. actuando en calidad de: Notario Publico, Estado de California

4, lleva el sello y estampilla de TERI LEE, Notario Publico

CERTIFICADO
5. en Sacramento, California

6, eldia tres (3) de Octubre, afio 2005

7. por el Secretario Adjunto de Estado, Estado de California

8. Numero: 258054

9. Sello/Estampilla

10. Firma: (llegible)

Secretano de Estado

. fcou

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en refieve: “The Great Seg

S .
LI A T
v
»

LEE

LI S

'f"ﬁ?: e ’noT}
M i cmC\IL
e KOTARYD BEXTO [ 2::& ous La

BOGOTA, HAGO 4 GOM BL QRIGINAL

4
OIRGIO
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CALIFORNIA RECONCCIMIENTO PARA TODO FIN

Estado de California )
) ss.
Condado de San Mateo )

El dia 13 de Septiembre, afio 2005, ante mi, TERI LEE, Notaric Publico, comparecio
personalmente TIMOTHY R. SCHWARTZ, a quien personalmente conozco como la
persona cuyo nombre suscribe el documento, y quien reconocié en mi presencia haber
formalizado et mismo dentro de su investidura, y que mediante su firma en el documento,
la persona o entidad en cuyo nombre actud, formalizé el documento.
En TESTIMONIQ firmo y sello
Firma (ilegible)
N.del T: bay un seflo: TERI LEE, Comision N° 1514234, Notario Publico, California, Condado Eg San Mateo.

| OPCIONAL

Descripcion del documento adjunto

Titulo o Clase de Documento: Colombia Power

Fecha: 9/13/2005

Numero de paginas: 1

Firma diferente de la mencionada anteriormente: Ninguna

PODER DE REPRESENTACION LEGAL
Documento escrito en idioma Inglés y Espanol, suscrito por Genentech, Inc.,
con domicilio en T DNA Way, South San Francisco, CA 94080, EEUU.

DADO Y FIRMADO EL DIA TRECE (13) DE Septiembre aiio 2005

Firma (ilegible) ’ [

- T
7 i Tzt EEais Ol

ficom NOTA@IO SEXTO () DEL CIRCY. 1

4 oR BOGOTH, MABO CONSTAR OUE L
: éér?rocom ' OINCIDE CON BL ORIGH™ &

: & TENIOO A LA VISTA
N. del T.. Hay un sello de tinta: Timothy R. Schwartz, Ph. D.- Asesor Seccion d tPaterip £
i

om Rt

Signatario Corporativo Auterizado. T FERRI 3

Resolucién Minjusticia Naib920™™" 3
> L e " < -.;':‘., . o
Ag;os:o d_e 1996 o
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Traduccién Oficial N° 10-31-192

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en inglés, el cual para identificaclén lleva el
sello de libar A. Espariol Espafol, Traductor e Intérprete Oficial, segan Resclucion # 0920, 1996 de!

Ministerio de Justicia, Repablica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencidn de la Haya Ocwbre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. Ei presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith
Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Del?aj%iare 4: ';1
4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de E‘st'ado ,;3
CERTIFICADO
5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005 “z 2
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Déléisr{g;re
8. Numero; 0265282 )
9. Sello/Estampilia e i
T AR STV
10. Firma: (llegible) ggo@-;ﬂ::e

Secretario de Estado

‘;\%l. i
N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary'sg{ggpc

B

+HE

Ch g
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaial Inglée
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto do 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, K POR EL PRESENTE CE_RTIFICO QUE "GENENTECH, INC." ESTA
DEBIDAMENTE INCORPORADO BAJO LAS LEYES DEL ESTADO DE
DELAWARE Y GOZA DE BUENA REPUTACION Y TIENE EXISTENCIA
CORPORATIVA LEGAL, TAL COMO LO MUESTRAN LOS REGISTROS DE

ESTE DESPACHO, EN LA FECHA DEL SIETE (7) DE OCTUBRE, ANO 2005.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE DICHO "GENENTECH, INC." FUE INCORPORADO

EL DIA VEINTITRES (23) DE DICIEMBRE DEL ANO 19886.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS REPORTES ANUALES HAN. SIDO

RADICADOS HASTA LA FECHA.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS IMPUESTOS DE FRANQUICIA HAN SIDO

PAGADOS HASTA LA FECHA.

b3 P ‘z.f' ":-!I;.' ;'-:;;:wﬁ 24 '—v.-nl: L St A
Feomon anmé" sax7o (%) 0. iRGUL0 ’f
oy e GINAL
. lleg! : CON 1A OR1 i
Firma (ilegible) o ey Co L O

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212779

C10:07:05° 08 v
DEABANRAIRDS e -
- 4

N. del T... Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary’s Office

ILEAR'A. ESPAR
& el e Ol
Inglés Espeniniaghs . o

Resolucion Minjusticia No. 0920
Agoste de'1996 -

15



Traduccion Oficial N° 10-31-193

Traduccién Oficial do un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificaciéon

lteva ¢l scilo de libar A. Espafol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segin Resolucion # 0920,
1996 del Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencién de la Maya Octubre 1561)

1. Pals:

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor

3. actuando en calidad de:

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado

5. en Dover, Delaware

CERTIFICADO

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

Secretaria de Estado de Delaware

’ +

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Delaware

8. Numero: 0265283
9. Sello/Estampilla

10. Firma: {llegible)

Secretario de Estado

] ;
N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "SeHEAN £ O

'cono w

i

1.
y .
s, 2B
ey 5 Y '(‘mq na.r.v\-:". X

ARIO SEXTO
%0 A, HAGD C

BAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor'e Interpetre Oficial

| W

.
L.
.

-

Inglés Espadol Inglés
Resolucidn Minjusticia No. 0920

Agasto de 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO

ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO

REFORMULADO DE

"GENENTECH,

INC.”, REGISTRADO EN ESTE

DESPACHO EL DIA VEINTIDOS DE JULIO DEL ANO 1999, A LAS 9:00 AM.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212780

FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary's Office — Delaware”

ILBAR A. ESPAROL FSPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiol Inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920
Agosto de 1959
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CERTIFICADO DE INCORPORACION
MODIFICADO Y REFORMULADO
DE GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (la "Corporacion"), una corporaciéon organizada y

existente bajo y en virtud de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware, por el presente modifica el Certificado de Incorporacién de la
Corporacion, qué fue registrada originalmente el 23 de diciembre, 1986 bajo el

nombre "Genentech Delaware, Inc.”, y posteriormente modificado.

El Certificado de Incorporacién de la Corporacion es por el presente
reformulado y adicionalmente modificado, para leerlo en su intégridad como
sigue: |

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacion es: Genentech Inc.

ARTICULO 2
La direccion del domicilio social de la Corporacion en el Estado de Delaware es
Corporation Service Company, 1013 Centre Road, »City of Wilmington,
Condado de New Castle, Delaware 19805. El nombre de su agente registrado

en tal direccidon es Corporation Service Company.

5:2“‘ (&) o GIrcuLof!

ARTICULO3  FEmimircttimnsin iy
g wrocom COINCIDA COM EL C

que Wa TENISO A LA VI A orens S
El objetivo social de la Corporacién es llevar a cabo‘ﬂcua!qtﬂen.actofo %c}tlv'

licita para la cual puedan organizarse las corporaciongs ( Ia‘Ley COrporatNa

.;-o,vcomo pued//,;z/

A. ESPANOL ESPANOL
Traductor e Interpeue Oficial

Inglés Espafiol Inglis
Resotucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996

General dei Estado de Delaware como la mlsma eXi§

FESCRPE TN i

madificarse de ahora en adelante ("Ley de Delaware”).
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~

ARTICULO 4

SECCION 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas respectivamente, accién
preferencial y

accion ordinaria. La cantidad total de acciones que la Corporacion esta
autorizada para emitir es de cuatrocientos millones (400.000.000) de acciones.
Cien millones (100.000.000) se denominaran acciones preferenciales, valor
nominal $0.02 por accion ("Accion Preferencial’). Trescientos millones
(300.000.000) se denominaran acciones ordinarias, valor nominal $0.02 por
accion ("Accion Ordinaria”) La Accidén Ordinaria de la Corporacidn, sera toda

de una clase.

(b) El numero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de acciones
se puede aumentar o disminuir (pero no por debajo del numero de acciones de
las mismas, entonces circulacion) mediante el voto afirmativo de una mayoria
con poder de voto de la acciones en circulacidn de la Corporacién tituladas

para votar sobre ello, independiente de las disposiciones de la Secciéon

242(b)(2) de Ley de Delaware. B s i
e Wﬂ’i
SECCION 4.02. Accion ordinaria. (a) Emision y Consi evmggﬂ iSra

Accion Ordinaria de tesoreria o no emitida, puede§ e
4]

consideracion segun puede fijarse de acuerdo conﬁ&ﬁag
y

; El?@p@ JAS

9‘;‘,}- NL7 o
: s

[L.LBAR A. ESPANOL SPANOL
Traductor ¢ Ini tre Oficiw
Inglés Espanol Ineils
Resolucién Minjusticis Nu. 0920

Agosio dc 1996

periédicamente por la Junta Directiva. %w “’*

/9



(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los titulares de las Acciones
Preferenciales, los titulares de las Acciones Ordinarias tendran derecho a
recibir, cuando y como lo declare la Junta Directiva, de los recursos de la
Corporacién que por ley estan disponibles para éllo, dividendos pagables o en
dinero en efectivo, 0 en propiedades, o en acciones y los titulares de Acciones
Preferenciales no tendran derecho a participar de tales dividendos {(a menos
gue la Junta Directiva lo disponga de otra manera mediante una resolucion,
estipulando la emision de una serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Acciones Preferenciales

(a) Series y Limites de Variaciones entre las Series. Cualquier accién de
tesoreria © no emitida de Acciones Preferenciales puede emitirse
periddicamente en una 0 mas series para tal consideracion, segun puede
fijarse periddicamente por la Junta Directiva. Antes de la emisiéon de alguna
serie particular de Acciones Preferenciales, se debe registrar un certificado
ante la Secretaria de Estado de Delaware manifestando la designacion,
derechos, privilegios, restricciones, y condiciones a ser adjuntas a las Acciones
Preferenciales de tal serie y cualesquiera otros asuntos qﬁe sean requeridos, y
la Junta Directiva fijara y determinara; y por la presente esta expresamente
facultada para fijar y determipar, en la manera prevista por la ley, los

pormenores de las acciones de tal serie (en tanto que no sean inconsistente
AE »'EJZ‘J.’!R’" % Thd Mkatﬂsc"‘x?
" OMO NOTARID Swo {E} OEL CIRCULO
B A AR QUE LA
4] OK‘IGINAL
. QUE UR TERIDO A LA VisTA  §

ST T M M “\—u-—n.u
e T P T

13 SET 2007

con las disposiciones de este Articulo 4 aplicables a td

Acciones Preferenciales), incluido, pero no limitado a lo Stgw@

() !a designaciéon caracteristica de tal serie y el numeroi: _a‘

T Ty L

3\ Ln ﬁtP}LTEd ﬂ‘ RAYSS
HOT:"“” [E3 0 . 1

~cuando A

« . . Lo
constituiran la misma, cuya cantidad puede aumentarse (exce

Junta Directiva lo disponga de otra manera en la creacip.JeAAESPARDOESPAROL -
Traductdwe interpemre Oficial

Inglés Espaiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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disminuirse (pero no por debajo del nimero de acciones de las mismas
entonces circulantes) periddicamente mediante accién similar de la Junta
Directiva.

(i) 'a tasa anual de dividendos pagables sobre acciones de tal serie, las
condiciones sobre las cuales tales dividendos seran pagables y la fecha desde
cuando los dividendos seran acumulativos; en tal evento la Junta Directiva
determinara qué dividendos seran acumulativos;

(ili) si tal serie tendra derecho a voto, ademas de los derechos de votacion
proporcionados por la ley, y si es asi, las condiciones de tales derechos a voto;
(iv) si tat serie tendra privilegios de conversion y, en ese caso, los términos y
condiciones de tal conversion, incluido, pero no limitado a, disposiciones para
el ajuste de la tasa de conversion en tales eventoé y en tal manera como lo
determinara la Junta directiva;

(v) si 0 no, las acciones de tal serie seran redimibles y, en ese caso, los
terminos y condiciones de tal redencién, incluso la fecha o fechas en o después
de que ellas sean redimibles, y la cantidad pagable por accidn en caso de
redencion, cuya cantidad puede variar bajo condiciones diferentes y en fechas
diferentes de redencién;

(vi) si tal serie tendra un fondo de amortizacion para la redencion o compra de

*m,m Hif a:.-:m'»'; :;. "
acciones de esa sere Y, en ese caso, las condiciones y é;m ‘ﬁemfv

nuﬂ Hl T!'NIDO A I.A V!B‘I’A

de amortizacion;

:;}ﬁg’_

Resolucién Minjusticia No, (920
Agogto de 1996
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(vii) cualesquiera otros derechos relacionados preferencias y limitaciones de tal

serie,

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Modificacion de los Estatutos por los Directores. (a.) En apoyo
y no en limitacidén a los poderes conferidos por el estatuto, ia Junta Directiva
esta autorizada expresamente para formular, modificar, corregir, derogar, y

rescindir los estatutos de la Corporacién, sujeto a las Secciones 5.01(b) y

5.01(c) del presente.

{b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, y 5.06, de los
estatutos solo pueden ser modificados, corregidos, derogados, o rescindidos
mediante el voto afirmativo de los titulares de capital accionario-facultados para
votar sobre ello y que representen mas del 60% de las acciones tituladas para
votacién sobre las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos sélo pueden modificarse,

corregirse, derogarse, o rescindirse, mediante el yole-efirmative:de-losstitulares
}““ BO00TA AGS CONBTAR GUB La |
m%::&amclo: COMN 7L ORIGINAL:

vmasidel

PABLO Mg.n:
O AT el K |

SECCION 5.02. Modificacién del Certificado de Incorporamo eccion 5.01

(b} de este Certificado de Incorporacion sélo puede modificarse Ncorregirse,

derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los titulares de capital

accionario facultado para Votar sobre ella, que representen ré{éls del 60% de

N
x\

|

Agodto de 1964

Ingiés Espaol fagiés

Resotucién Min justicia No. 0920

Tﬂ&xmrclnmoﬁcm

JLBAR A. ESPAROL ESPAROL

Ld



6

las acciones tituladas para ser votado sobre ellclg, La seccién 5.01 (c) y los
Articulos 8 y 9 de este Certificado de Incorporaci;én sélo pueden modificarse,

corregirse, derogarse, o rescindirse mediante el voto afirmativo de los titulares
|

|

de capital accionario facultado para votar sobre efllo, que representen mas del
|

90% de las acciones tituladas para ser votado sobre ello.

!
ARTICULO 6 :
SECCION 6.01 - Eleccion de Directores pc:r.l fos Titulares de Acciones

Preferenciales.

'
I
i
t
i
t

Durante cualquier periodo cuando los titulares dq‘, alguna Accion Preferencial o
I
|

una o mas series de las mismas, votando como tlina clase, sean titulados para

i
elegir un numero especifico de directores, por razén de dividendos vencidos u
|

[

otras disposiciones otorgandoles el derecho paré hacerlo, entonces y durante
|

ese periodo de tiempo mientras continte el derc;echo (1) el entonces autorizado

numero de directores se aumentara por tal nimero especificado de directores,

y los ftitulares de tales Acciones Preferenciales o tal serie de tas mismas,
)
|

votando como una clase, se facultaran para elegir a los directores adicionales

l

previstos, de conformidad con las disposiciones de tal Accion Preferencial o

serie, (ii) cada director adicional desempenard el cargo durante tal término y
|

. b . -
tendra tales poderes de votacién como sea Txpresado en las disposiciones

relacionadas con las Acciones Preferenciales o{serie; y (iii) cuando los titulares

de alguna Accion Preferencial o serie de las rr!'nsmas son despojados de tales
'

derechos para elegir un numero especifico dé directores, votando como una
l

i
clase, conforme a las disposiciones de tal Accién Preferencial o serie, los

periodos del cargo de todos los dlrectoreé eleglﬁgg”ﬁp
i

-vémrocom ‘
Acciones Preferenciales o serie, votando como una:ﬁlaé&!‘
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|
!
|
|

disposiciones, o eligieron lienar alguna vacante resultante de la muerte,
dimisidn o remocion de directores elegidos po;r los titulares de Acciones
Preferenciales o serie, terminara inmediatamente y el numero autorizado de

|
directores por consiguiente, se reducira.

SECCION 6.02. Papeletas de votacién. Las elefcciones de directores en una
|

. . . .
asamblea anual o especial no necesitan ser mediante papeletas escritas, a

menos que los estatutos de la Corporacion lo dispongan de otra manera.

SECCION 6.03. Eliminacion de Cierta obligacion fPersonal de los Directores. (a.)
i

Un director de la Corporacién no sera responsable ante la Corporacion o ante

!

,'or contravencion de deberes

fiduciarios monetarios como director, hasta el ;?unto maximo permitido por la
|
|

sus accionistas por los dafios y perjuicios p

Ley de Delaware.

|

(b) Cada persona (y los herederos, ejecutores ojadministradores de tal persona)
|

quién era 0 €s una parte 0 es amenazada si'er hecha una parte a, o esta

involucrada en alguna amenaza, pendiente o a'!cumplirse, de accion, demanda

o procedimiento, sea civil, penal, administrativ? o investigativo, por causa del

i
. | ' .
hecho gue tal persona es o fue un director de la Corporacion, o es o estuvo

i

N - [, .
desempenando un cargo a peticion de la Corp?racwn como un director de otra . //

.
\-5"\
“i

corporacion, sociedad, empresa conjunta, fideicomiso u otra empresa, sera
indemnizada y sera exonerada de responsabilidad por la Corporacién, hasta el

punto maximo permitido por la Ley de De|awa;re - El derecho a indemnizacién

. pgh
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|

|
. .. . T , .
procedimientos, anticipadamente a la disposicidn i-fmal, hasta el maximo punto

autorizado por la Ley de Delaware. El derecho ai indemnizacién conferida en
|

esta Seccién 6.03 sera un derecho contractual. i

(c) La Corporacion puede, mediante la accién de su Junta Directiva,

, . o : .
proporcionar fa indemnizacion a tales funmonano;s, empleados y agentes de la

|
Corporacion hasta el alcance y hasta tal efecto"como lo determine la Junta

Directiva que sea apropiado y autorizado por la Léy de Delaware,

(d) La Corporacion tendra la facultad para adc;';uirir y mantener seguros en
nombre de cualquier persona que es o fue director, funcionario, empleado o
agente, de la Corporacién ¢ es o estuvo desemp:eﬁando un cargo a peticién de
la Corporacion como director, funcionario, eﬁmpleado o agente, de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, ﬁdu'i:iaria u otra empresa; contra

cualquier gasto, obligacién o pérdida, incurrida: por tal persona en cualquier
|

capacidad o surgida de su status como tal, la Corporacion tuviera ¢ no la

i
facultad para indemnizarlo contra tal obligacion ;bajo la Ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en| esta Seccién 6.03 no seran

. ! .
excluyentes de cualquier otro derecho el cual cualquier persona de otra manera

pudiera tener o adquirir de ahora en adelante,

| . 4,

(f) Ni la modificacion, correccidn, derogacion o rescision, de esta Seccién 6.03,

ni la adopcion de cualquier provision de este C;ertiﬁcado de Incorporacién o los

. | . .
Estatutos de la Corporacion, tampoco, al alcance méaximo permitido por la Ley 61
| =)
| “3 g
de Delaware, cualquier modificacién legal, eliminara o reducira el efecto de esta & <§ o 2
' o ™ 2 o
s . I . w B &
Seccidn 6.03 con respecto de cualesquier ac{ols U omisiones que ocurran antes 3 §,§ §§
I y S S : oo EEEEe
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|
!
|
;

ARTICULO 7 ;
SECCION 7.01. Seccién 203 de Ley de Delaware. La Corporaciéon por el

presente, elige no ser regida por la Seccién 203 d{e Ley de Delaware.

|
ARTiCULO 8 |
|

SECCION 8.01. Refacién con Roche. En anticipac!:ién a que la Corporacion deje
de ser una subsidiaria totaimente propiedad de Roche Holdings, Inc., pero que

Roche (como se definid en la Seccién 8.05) ’siga siendoc accionista de la

Corporacidn, y en anticipacion a que la Corpolfacién (como se definié en la
1
seccion 8.05) y Roche puedan involucrarse en similares o en las mismas

actividades o lineas comerciales y tengan interés en las mismas areas de
Lo
oportunidades corporativas, y en reconomm:enlto de (i) los beneficios a ser

derivados por la Corporacion a través d:e sﬁs continuas relaciones
I
contractuales, corporativas y comerciales con Roche (incluyendo el servicio de
funcionarios y directores de Roche como directqres de la Corporacién) y (ii) las
dificultades inherentes a cualquier director ’ quien desea y se esfuerza
plenamente para satisfacer tales obligaciones' fiduciarias del director, en la
determinar el alcance total de tales obligacioneTé en una situacion particular, las
|
disposiciones de este Articulo 8 son expresade{!s péra regular, definir y guiar la
conducta de ciertos negocios de la Corpor:%cic')n per cuanto ellos pueden
involucrar a Roche y a sus funcionarios y direc!'tores, y las facultades, derechos
obligaciones y responsabilidades de la Cc?arporacic'm y sus funcionarios,
directores y accionistas en conexion con las mismas.

|

SECCION 8.02. Actividades Comerciales Similares. i Excepto que
!

) IS LA 4
X TG e G L VI N i3

Roche Holdings, Inc - pueda de otro modo aceptar por

l % : .TT.IH‘.
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10 ,
(a) Roche no tendra una obligacion de abstenerse de comprometerse directa o

indirectamente, en las mismas o similares activ,idades comerciales o lineas
l

comerciales como la Corporacién, y i
I

(b) ni Roche ni ningun funcionario o director del mismo seran responsables

|
ante la Corporacion o ante sus accionistas por la trasgresion de cualquier deber
t

!
fiduciario por causa de cualquiera, de tales actividad de Roche o de la

participacion en ello de tal persona.

—

En caso gue Roche tenga conocimiento de una transaccién potencial o materia
que pueda ser una oportunidad corporativa para Roche y la Corporacién;
"

t
Roche no tendra el deber de comunicar u ofrece:r tal oportunidad corporativa a

|

la Corporacién y no serd responsable ante} la Corporacién o ante sus
3

P
accionistas por la trasgresion de cualguier debe,'r fiduciario como accionista de
I

la Corporacion o persona controladora de un; accionista por el hecho que

Roche prosiga o adquiera tal oportunidad corporativa para si misma, dirija tal
|

oportunidad corporativa a ofra persona o ,'entidad 0 no comunigue la

| .
informacion referente, o no ofrezca tal oportunid'ad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas";. En caso que un director,
funcionario o empleado de la Corporacion quegtambién es director, funcionario
o empleado de Roche, tenga conocimiento c;i!e una transaccion potencial o
material que pueda ser una oportunidad corrporativa para la Corporacion y
Roche (si tal transaccién potencial o material e%s propuesta por un tercero o es
concebida por tal director, funcionario o em’pleado de la Corporacién), tal

director, funcionario o empleado tendra el prlv’lleg}p,ge.qofreeer—tabaﬂert-umdad
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empleado, lo juzgue apropiado bajo las circunstancias y a su entera discrecion;

|

y ningun director, funcionario o empleado, ilseré\ responsable ante la

Corporacion o ante sus Accionistas por la infraccién de cualquier deber
|

fiduciario o deber de lealtad o falta de actuar eni(o no opuesto a) los mejores

intereses de la Corporacién o la derivacién de' cualquier beneficio personal
|

impropio por causa del hecho que (i) tal direétor, funcionario o empleado,
i
ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en |ugar de ia Corporacién) o no

comunico la informacion referente a tal oportunidad corporativa a la

I
t
i

Corporacién o (ii) Roche prosigue o adquiere tal c;)porlunidad corporativa para si
mismo o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica la
|

!
informacion referente a tal oportunidad corporati\iia a la Corporacion.

1
!
b

SECCION 8.04. Consentimiento Implicito de Ios’Accionistas. Cualquier persona

o entidad comprando o adquiriendo algun interé,‘s en cualquier accién del capital

t

accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha
i
!

consentido a las disposiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05. Definiciones. Para los propc')sitg:)s de este Articulo 8 y Articulo 9

solamente, (i) el término "Corporacion” signifi,'caré la Corporacién y todas las

corporaciones, sociedades, empresas conjuntas, asociaciones y ofras

entidades en las cuales la Corporacion posea beneficiosamente (directa o

.. . . | .
indirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciones votantes en
circulacion, poder de voto o intereses de votf'acién similares, y (i) el término

"Roche" significara Roche Holdings, Inc. y todj’as las corporaciones, sociedades,

| .

. . I _r oo e 5
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(i) de esta Seccion 8.05) que

son las "afiliadas” (como se definio en la Normé 12b-2 bajo las Leyes de la

Corporacion, definida de acuerdo con la clausula

Bolsa de Valores (Securities Exchange) de 1934,,I (segun enmienda) de Roche

Holdings. inc.

SECCION 8.06. Terminacion: Efecto. Vinculante.|No obstante algo al contrario
en este Certificado de Incorporacion, las disp:osiciones anteriores de este
|

Articulo 8 expiraran en la fecha cuando Rocliwe deje de poseer Acciones
[

Crdinarias que representen por lo menos el 1;5% del nimero de acciones

circulantes de Acciones Ordinarias de la Corporacion y ninguna persona que

siendo director o funcionario de la Corpora’cuon, sea también director o

funcionario de Roche. Tampoco tal expiracién,J ni la modificacion, correccién,
|

cambio ¢ derogacion, de cualquier provision de este Articulo 8, tampoco la
|

adopcion de cualquier provision de este .lCertificado de Incorporacidon

Enmendado y Reformulado, inconsistente con cualquier provision de este
l

Articulo 8, eliminara o reducira el efecto de e:ste Articulo 8 con respecto de

!
I
1

cualguier asunto que ocurra o cualquier causa de accion, demanda o
{

reivindicacion que, pero para este Articulo 8,jse acumulara o surgiera, antes
|

de tal expiracién, modificacidén, correccién, revocacion o adopcién.
SECCION 8.07. Articulo 9. Las disposiciones cge este Articulo 8 son adiciones a
las disposiciones del Articulo 9. i

|

ARTICULO g

SECCION 9.01. Acuerdos no Invalidados. Ningtin contrato, acuerdo, atreglo o

I
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|
la Corporacion y Roche sera invalido, nulo o anulable, solamente por la razén

]
'

que Roche es una de las partes de ellos oi solamente porque algunos

directores o fuicionarios de la Corporacion quienfes estan afiliados con Roche,
|

estan presentes en o participan en la asamblea t;:ie la Junta Directiva o comité

de los mismos, lo cual autoriza el contrato, a'lcuerdo, arreglo, transaccion,
|

correccion, modificacion o terminacion, o solaménte parque su o sus votos se

cuentan para tal propédsito; pero tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o
.

cualquier correccidon, modificacion o terminaciénf de los mismos) se regira por

|
las disposiciones de estos Estatutos de la Corporacidén Modificados y

Reformulados, los Estatutos de la Corporacién, 'a Ley de Delaware y alguna
|

otra ley aplicable. Para los propositos de este; Articulo 8, las expresiones la

“Corporacion" y "Roche" tienen los significados manifestados en ia Seccién

8.05.

|

SECCION 9.02. Qudrum. Los Directores de la Corporacién que también son

directores o funcionarios de Roche pueden ser contabilizados en Ia
| .

determinacion de la presencia de un quérum; en una asamblea de la Junta

Directiva o de un comité que autoriza o aprueba algun contrato, acuerdo,
|
arreglo o transacciéon (o correccion, modiﬁca"ci()n o terminacion del mismo).

}
Las Acciones Circulantes Ordinarias poseldas por Roche pueden contabilizarse
|

para la determinacion de la presencia de uj'n quérum en una asamblea de

- . N
accionislas que autoriza o aprueba cualqun{er contrato, acuerdo, arreglo o
|
transaccion (o correccion, medificacion o terminacién del mismo).

]

!
t pryop Az AT W L0 e TS
ré}ﬂ?""&r I SRR
‘Acomo ROTARIO SRXTO () OEL ‘Circutn¥

O BOGOTA, MAGD CONSTAR DUE L4 |

:FOTOCOPIA COYNCIDE CON EL ORIG! ruu3
F A LA vizTa 3

'uw ST £ P ARSI RO
b\ﬂ AR

| | B .
! !.t‘fj‘ﬂfﬁuﬁ-ﬂh.ﬁ- L W T

Inglés Fpafiol Inghés

Resolucidn Miniusticia Ne. 0920
Ageun de 1996

Traductor ¢ Interpetre Oficial

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL

30



14

SECCION 9.03 - Ninguna Responsabifidad Por Actividades de Buena Fe.
Roche ni cualquier funcionario o director sera responsable ante la Corporaciéon
o ante los accionistas para la infraccién de cualquier deber fiduciario o deber de
lealtad o falta para actuar en (0 no opuesto a) los mejores intereses de la
Corporacidn o la derivacién de cualquier beneficio personal impropio por el
hecho de que Roche o algun funcionario o director del mismo, emprende
cualquier accion o ejerce algunos derechos o entrega o retiene de Suena fe
cualquier aprobacion en relacién con cuaiquier acuerdo o contrato entre Roche
y la Corporacidon. Ningun voto sufragado u otra accién tomada por alguna
persona que es director, funcionario u otro representante de Roche, cuyo voto
es sufragado o tal persona emprende una accidn en su capacidad como
director de esta Corporacién, constituird una accién de o el ejercicio de un

derecho por o un consentimiento de Roche para los efectos de algun acuerdo o

contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona
o entidad comprando o adquiriendo algun interés en cualquier accién del capital
accionario de la Corporacidn sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05 - Contratos Protegidos. Para los propdsitos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccidn con la Corporacién o con
cualquier corporacion, sociedad, empresa conjunta, asociacion u otra entidad

en la cual la Corporaciéon posea beneficios (directa o indirectamente) del

cincuenta por ciento 0 mas de la acciones votantes en w}%% &9%%;?&3?‘.1
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voto o intereses de votacién similares, se juzgard ser un contrato, acuerdo,

arreglo o transaccidn con la Corporacion.

SECCION 9.06. Efecto Vinculante.. Ni la modificacién, correccion, cambio o
derogacién de cualduier provision de este Articulo 9, tampoco la adopcién de
cualquier provision inconsistente con cualquier provision de este Articulo 9,
eliminara o reducira el efecto de este Articulo 8 con respecto de cualquier
asunto que ocurra o cualquier causa de accién, demanda o reivindicacién que,
pero para este Articulo 9, se acumulara o surgiera, antes de tal alteracion,

modificacion, cambio, revocacién o adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las disposiciones de este Articulo 9 son en adicién

alas disposiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIC DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion Modificado y
Reformulado, habiendo sidc debidamente adoptado de acuerdo con las
Secciones 242 y 245 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware y
por el consentimiento escrito del unico accionista de la Corporacion de acuerdo
con ia Seccion 228 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware, ha
sido otorgado este dia veintidés (22) de Julio, 1999.

GENENTECH, INC.

Por: /s!/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo; Vicepresidente Senior,

Asesor General y Secretario. ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
« Traductor ¢ Interpetre Oficial
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Traduccién Oficial N° 10-31-194

Traduccion Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién iteva el
sello de Iibar A. Espanol Espafol, Traductor e Intérprete Oficlal, segiin Resolucién # 0920, 1996 dal
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

{Convencion de ta Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Puablico ha sido firmado por: _.J;[arrietf*Smilt}i

Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Deléwére e Eke
.-n '- [ Vi LN

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado

l‘»_
B -

CERTIFICADO m .
5. en Dover, Delaware L " “:
6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005 S0
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Del‘~ ‘é're -
8. Numerc: 0265284 SE E:

9. Sello/Estampilla

10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SEQRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO DE
MODIFICACION DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA QUINCE (15) DE MAYO DEL ANO 2000, A LAS 5:00 P.M.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212781 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary’s Office, Delaware”
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ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Intorpetre Oficial
Inglés Espaftol Inglés

Resolucion Minjusticia No. 0920
Apoato de 1996
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 05:00 PM 05/15/2000
001245251 - 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacion orgaﬁizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de !a Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando gue dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracion de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacién es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de
esta corporacion se modifique cambiando "Seccidn 4.01 (a)" del Articulo numero
‘4" para que una vez modificada dicha Seccién y dicl';o Articulo se lea como sigue:
s "Seccidn 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas. accién preferenciai y
accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacion estd autorizada para emitir es de setecientos millones

0O
RID €)
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(700.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial”). Seiscientos millones (600.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accion Ordinaria").

La Accion ordinaria de la Corporacion seré toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucidén de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccidén 222 de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos votéd a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacion se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccién 242 de fa Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.
CUARTO: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de
dicha modificacion.
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este
Cerlificado de Modificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este dia quince (15) de Mayo, afio 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard l
Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor Gengral y_Secrefatio,
i B BYANOEEARAROL
EXETY
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MOTARIOE) 1

Cemmpropatseresn »

y

————

3b



Traduccién Oficial N° 10-31-195

Traduccli6n Oficlal de un documento escrito originalmente en inglés, el cual para Identificacién lleva el
sello de libar A. Espafiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombla.

APOSTILLA

{Convencibn de [a Haya Oclubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delawsare ‘;J «
%
4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de E§tado i '_'f. =
v
<. S
CERTIFICADO '
5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005 SEPR y
7. por el Secretario de Estade, Departamento de Estado De'lawlare ' :
8. Numero: 0265285 B
9. Sello/Estampilla mmé s (énﬁ&?ﬁg
o . 5?rgoi%%ﬁtomcmc Con & A"o‘:‘::.#&é
10. Firma: (llegible) u ousuumoo..umm B

Secretario de Estado

ey hart aa AR AT Im it
pirbiong \Jg«‘gl‘?‘ ,‘1\3;‘?' )’é
:x. '
v‘.r‘. k3 el 3
4 K

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secratary’s Office - Delavare\.

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ In tre Oficial
* Ingl&s E 1 Inglés
Resoluciéa Minjusticis No. 0920
Agosto de 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADQ DE
DELAWARE., POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “"GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ (10) DE MAYO DEL ANO 2001, A LAS 2:05 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212782 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office — Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol lnglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 02:05 PM 05/10/2001
010226224 — 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware,

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERG: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformﬁlado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracién de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Medificado y Reformulado de

esta corporaciéon se modifique cambiando "Seccién 4.01 (a)" del é;t_l'%nslﬂo numero

uo NOTARID ux'rbm ou cm:m.o

“4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicho Articuwﬁéﬁ‘m °"§,‘§'::' ﬂm%

OU! Rﬁ TINIDO A LA

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacion esta autorizada para emitir es de mil trescientos millones
g P ILBAR A. ESPANOL ESPANOL

Treducter ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espadol Inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920
Agosio de 1996



(1.300.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nomina! de $0.02 por accién {"Accién
Preferencial). Un mil doscientos millones (1.200.000.000) se denominaran
acciones ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accion

Ordinaria®). La Accién Ordinaria.de la Corporacién sera toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, ia asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacién se adoptd debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccién 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que e! capital de la corporaciéon no se reducird bajo o por causa de
dicha modificacién.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este

Certificado de Modificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un

: AT

o o ' R e i)

Funcionario Autorizado, este dia diez (10) de Mayo, 5?&' HADO COMBTAR QUE LA
HpgroCcopia COY

TENIDO A LA WI3TA
O Ry

GENENTECH, INC. L
Por: (firma ilegible) Wi

Nombre: Stephen G. Juelsgaard 3%
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Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacion ileva el
sello de iibar A. Espaiiol Espaiiol, Traductor e Intérprete Oficial, segun Resoluclén #0920, 1996 del

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith
Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware
| 4. leva el sello y estampilia del Despacho del Secretario de E%‘adoitﬂ
CERTIFICADO
5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, aiio 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado D?I:anwere
8. Nimero: 0265286 i
9. Sello/Estampilla -
10. Firma: (llegible) o "
Secretario de Estado Foas woenr , h”.ﬁ%‘?‘gﬁ

Traduccion Oficial N° 10-31-196

Minlisterio de Justicia, Reptblica de Colombia.

APOSTILLA

{Convencion de ia Haya Octubre 1961)

'. ‘. *
SWQTOCOPIA 'Um. DO A LAVASTA

L

Pﬁfﬁ’o SPANOL
Inglés Espaiof laglés
Resolucién Migjusticia No. 0920
Agosto d¢ 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “"GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ Y SEIS (16) DE ABRIL DEL ANO 2004, A LAS 7:39 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212783 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en refieve: “Secretary’s Office - Delaware”

. >

3

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 07:39 PM 04/16/2004
040281669 ~ 2112549

CERTIFICADO DE TERCERA MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General de! Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resocluciones expresando una propuesta modificacién
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando gue aicha modificacion era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacién para la consideracién de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacién Modificado vy Reformulado de
esta corporacion se modifique cambiando "Seccion 4.01 (a)" del Articulo nimero

‘4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicho Articulo se lea como sigue:

"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizad‘ ara

AT e !lmc‘“‘."w.??
emitir dos clases de acciones a ser denomm&’das- NOTAS M%y
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(3.100.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denqminarén
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accién
Preferencial"). Tres mil millones (3.000.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accion Ordinaria").

La Accién Ordinaria de 'a Corporacion sera toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucidn de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacién fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccidén 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voto a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha meodificaciéon se adoptd debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccidén 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacién no se reducird bajo o por causa de
dicha modificacion.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este

"."’g 1555

if) ifi M. W TR " "'..u'.'og;
Certificado de Modificacion sea suscrito por SWM fin
t"i'OTOCOFIA COINCIDE CON EL ORIGINAL:

Funcionario Autorizado, este dia diez y seis (16) de Atﬁfr' aﬁfﬁéﬁ@ﬁ%ﬁé’gﬁ"

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Nombre. Stephen G, Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Segretario.
ILBAR A. ESPANOL ESPAROL
Teadutter ¢ Interpetre Oficial
laglés Espafiol lnglés
Resoluctén Minjusticia No. 0920
Agosto de 199¢
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 oclobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by TERI LEE
acting in the capacity of Notary Public, State of California

bears the seal/stamp of TERI LEE, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 3rd day of October 2005

by Deputy Secretary of State, State of California
No. 258054

Seal/Stamp:
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CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT
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FROM @ JUse LLURELR CHRCHD PHOME biU. © BERYTYS JUL. 14 2685 uS:5%FM '3

Los abaje iirrnacas, The yndersigned,

GENENTECH, 1INC.

Una sociedad organizada y existente

baJo les leyes del Estiédo de Delaware
' Estados Unidos de America.

Genentech, Inc
A Corporate organized and existing under the

domiciled et laws od State of Delaware -, E.U.A

con domicliie en

1 DNA way

South San Francisco, CA 94080, USA

nombramos por ol presente a-AUICIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO ylo. leAClO SANTAMARIA
ylo ENRICUE ALVAREZ, domiciliados en Bogotd,
Colomnbia, con oficinas en dicha ciudad, Gelte 72 No.
583, piso 6o.. nuestros representantes legales y
veréaderos en Bogotd, con facultedes para reciblr
notificaciones v nomnbrar apoderados judicieles o
exwgjudicizles, con @i fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971. .

los doctores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYO vo IGNACIO SANTAMARIA yio ENRIQUE
ALVAREZ o las epoderados que cuglquiera de ellos
esigne, gueden especlolmerte’ focultados para
represcmarnos anle las agutoridades colombianas,
acminisuativay, judiciales o de policla, en todes los
trémites relotivos a 1a propiedad industrial, a cuyo
efeclo les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos nccesarics & objeto
indlcade, elevar solichudes, declaracionss, reclamos,
recursos v presentar  desistimientos; formutar
descripciones, enminiendas, limitar ¢l alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apselaciones,
inslaurar  cancelacicnes, renunciar total o
parciaimenic a los registros, abonar todos los
Impuestos y cuolas y cfectuar todo otro pago
determinado por la ley: reclbir todos los dogumentos
y valeres, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros raquisilos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentas al resguardo
de nuestros intersses; y en case de producirse
opusicion, posando los &antacedentes a los
tibunaies, guedan fagultados para  tomar
intervencién como demandantes ¢ demandados anta
los jueces que sean competenies, pudiendo transar,
scmcier a érbitros, deslstr, perclbir y apelar, con
todes las demas faculiades que re¢sulten necesarias,
y pot ¢l presente declaramos desde ahora valido v
buenc cuanto  dichos  1eprescniantes y/o  los
apoderades que cualquiera de ellos nombre hicieren
an nussiro beneficio.

Asimismoe, facuitsmos @ los doctores ALICIA
LLOREDA yfo GUSTAVO TAMAYQ y/o IGNACIO
SANTAMARIA yio ENRIWQUE ALVAREZ, para
solicitar en lz Oficina de Propiedad industigl la
protocolizacién de esle” documenlo y de cualquier
poder que cualquiere de ellos oforgue a nombre
nuestro.

Dacoyfirmado a los 13 dias de Sep. 2005/

Mimothy R. Schwartz, Ph.D.

Section Patent Counsel
Cencnteeh, Inc.

Authorized Corporate Signatory

PAGE 5/5" RCYD AT 711412009 3:48:02 P [Pacffc Dayfight Time]* SVR:SVCS01D* DABS:5657* CSID:606070

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080, USA

heraby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO andsor IGNACIO
SANTAMARIA andlor ENRIQUE ALVAREZ, of
Bogola, Colombia, with offices in said town, Calle 72
No. 583, Sixth Floor, our tree &nd legal
representatives in Bogota, with power to recaive
nolifications and to appoint judicial or extrejudicial
agents, $0 as lo comply with paragraph 10. of arficle
543 of decroe 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andlor IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them oppointad, are especlally empowered 0
represent us before the administrative, fudicial or
police authorities of Colombia, in all praceedings
partaining to industria! properly, for which .purpose
wa authorize them to taka before the sald authoritles
all the necessary steps for the sald end; to file
petitons, declarations, claims, recourses and
withdrawals, to draw up spacifications; to fie
amendments, to limit the scopa of applications, fle
opposilions; fila cancellatiens ‘ote) or partially walve
registrations, to pay all installments and effect all
other payments prescribed by law; to receiva proper
receipts, to comply with ali other requirements and, in
short, to take all thoge mesasures which they may
deem fit for the protection of our interests; and in
case of opposition, whers the proceedings be passad
over to the caurls, we authorize said agents {o act on
our behalf, as complainants &s well a5 defendants,
batore the ¢ompatent judges, with full powers to
make arrsngoments, to submit to arbitrators, to
desist, to collect, to appeal and, in short, with it such
further powers as may be required, and we hereby
declare from now on as valid and good all that said
represaniatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO andlor IGNACIO
SANTAMARIA and/ar ENRIQUE ALVAREZ, to epply
for protocolization of this document and of any power
of altomey by any one of them conferrod In our
name, before the Office of Industrial Property.

Given and signed this / 5 S’f:"(- ZQQ‘:)
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{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been sigaed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delawarae
Lhe seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265282

Seal/Stamp: 10. Signature:
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY "GENENTECH, INC." IS DULY
INCORPORATED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DELAWARE AND IS IN
GOOD STANDING AND HAS A LEGAL CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE
RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF OCTOBER,
A.D. 2005.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "GENENTECH,
INC." WAS INCORPORATED ON THE TWENTY-THIRD DAY OF DECEMBER, A.D.
1986. _

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE

BEEN FILED TO DATE.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FRANCHISE TAXES

HAVE BEEN PAID TO DATE.

2112549 &
050823723"}
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{Ccnvention de La Haye du 5 Octcbre 1961)

Country: United Stataes of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265283

Seal/Stamp: 10. Signature:

Hirat gmish Wanasss

Scorotary of State
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
I.'HIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M. |

5 (1T B o D LT T
ZCORO NOTARID SEXTA (E) ORA om circuiol)

q,, U2 BOGOTA, HADU CONSTAR OUR LA s-é

gwromovu COIRCIDR CON EL DRIGIMAL S

Harriet Smith Windsor, Secrefary of State
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (the “Corporation”), a corporation organized and existing
vnder and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
.does hercby amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was
criginally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further aimended to vead in its entirety as follows:

ARTICLE ]

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLE2

The address of the registered office of the Corporation in the State.of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805. The name of its registered
agent at such address is Corporation Service Coruapany.

-

ARTICLE 3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawful net or activity
for which corpuralions may be organized under the General Corporation Law of

the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amended (“Delaware )
Law™),
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ARTICLE4

SECTION 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is authorized to.issue
two classes of stock 10 be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred millien (400,000,000) shares. Omne hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Proferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be dasignated
common stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™ The Common
Stock of the Corporation shall be ail of one class.

(b) 'The number ol authurized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
oustanding) by the affirmative vote of a majority in voting power of the
outstanding stock of the Corporation entitled to vote thereon irrespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delawars Law.

SecrioN 4.02. Common Stock, () Issuance and Considerarion. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
time by the Board of Directors.

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,
the holders of the Common Stock shall be entitled to receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable cither in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
patticipate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock.

(2) Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or
Greasury shares of the Preferved Stock may be issued from time to time i one or
more series for such consideration as may be fixed from time 1o time by the Board
of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any particular serias shall be
issuzd, a certificate shall be filed with the Secretary of Stats of Delaware setting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
to the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,
and the Board of Directors shal] fix and determine, and is hereby expressly
empowered to fix and determine, in the manmer provided by law, the particulars of
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the shares of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this
Asticle 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not Jimited to,
the following: .

(1) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such series) or decreased (but not below the number of shares (hereof then
outstanding) from time 1o time by like uction of the Board of Directors;

(i) the annual ratc of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cusnulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative:

(1i1) whether such serics shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and. if so, the ierms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v)  whether or not the sharcs of such series shall be redeemable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shalt be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at diffevent redemption dates;

(vi) whether such sexies shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of thai series and, if o, the terms and
arnount of such sinking fund;

(vi) the rights of the shares of such series in the event of
veluntary or involuntary liquidation, dissolutiop or winding up of the
Corporation, and the relative tights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(viii) any other relative rights, preferences and Kmitations of such
serics.
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ARTICLE §

SECTION 5.01. Amendment of Bylaws by Direciers.. (a) In furtherance and
not in limitation of the powers conferred by siatute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Comeration, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof,

(b) Sections 2.02, 5.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
bylaws may only be altered, ameuded, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c)  Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitied to vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thereoa, ' ‘ :

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01{b} of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended.
repealed, or rescimded by the affiumative vote of holders of capital stock entitled
to vote thereon representing more than 60% of the shares entitled to be voted
tiereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and $ of this Certificate of Tncorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE6

SECTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock.

During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more

" series thereof, voting as a class, shall be entitled to elsct a specified pumber of
directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the
right to do 5o, then and during such tims as such right continues (i) the then
otherwise autborized number of directors shall be increased by such specified
number of directors, and the holders of such Preferred Stock or such seties
thercof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; (i) each
such additional director shail serve for such term, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisians pertaining to such Preferred Stock or series: and
(iif) whenever the holders of any such Preferred Stock or series thereof are
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divested of such rights to elect a specified number of directors, voting as a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or serics, the terms of office of
all dircciors clected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant 10 such provisions or elected to fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Prelerred Stock or series, shall forthwith tenminate and the suthorized number of
directors shall be reduced accordingly.

SeCTion 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special _
mecting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation sha!l provide otherwise. * :

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A director of the Corporation shall not be lizble to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permilted by Delaware Law.

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is & party ar is threatrened to be made a party to, or is involved
in 2ny threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation us a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other enterprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullest extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporanon the expenses incurred in connection with any such proceeding in
edvance of its final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law.

The right 10 indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right

(e) The Corporation may, by action of its Board of Directors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
to such extent and to such effect as the Board of Directors shall determinc to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and mafntain
insurance on behalf of any person who is or wag a director, officet, employee or
agent of the Corporation, or is ot was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corporation, partnership, joint
vetiture, trust or other enterprise against any expense, liability or loss incurred by
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, whether or
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not the Corporation would have the power to indeinnify him against such liability
under Delaware Law.

(¢) Therights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be

cxclusive of any other right which any prrson may otherwise have or hercafier
acquure.

(D) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent pertuitted by Delaware Lew,
any modification of law, shall climinste or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such afteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Secrlon 203 of Delaware Law. The Corporation hereby -
elects not 1o be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLE 8

SECTION 8.01. Relationship ith Roche. Tn anticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the

Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activitics or lines of business and
have an interest in the $ame areas of corporale opportunities, and in recognition of
(i) the benefits o be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and busiuess relations with Roche {including service of officers and
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difficulties
attendant to eny director, who desires and endeavors fully to satisfy such
divector’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define
and guide the conduct of certain affamrs of the Corporation as they may involve
Rache and jts officers and dircctors, and the powers, rights, duties and liabilities

APALT.TeL ) T g
RPRIEY . ox. el w3 ks [ A —5...;‘
g"COﬂO MOTARLO SEXTO (E) DL cuu:um:
%' CH BOGOTA, MAGD CONSTAR OUR LA |
3 pOTOCOPIA COINCIDE CON EL ORIGINA

R B ] \&‘ux'.k"*?.;’fg;‘_
Fes

POSTARTIA DIRCNT L

5%




of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

SECTION B.02. Similor Business Activities. Fxcept as Roche Holdings,
Tnc. may otherwise agree in writing, )

(2) Roche shall not have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business activities or lines of busjness as the
Corporation, and

(b} neither Roche nor any officer or director thereof shall ba liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation tharein.

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
mattcr that may be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such cotporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable to the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciaxy duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, oy does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

SECT!ON 8.03. Corporate Opportunities. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
ransaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offcr such corporate opportunity to the Corporation”
or Roche as such director, officer or employee deeuns appropriate uader the
circumstences in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be liable to the Corporation or its stockholders for breach of aoy fiduciary
durty or duty of loyalty or failure 1o act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that () such director, officer or employes offered such corporate
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (ii) Roche
pursues or acquires such corporale opportunity for itself or directs such coTporate
opporttunity to another person or does not communicate information regarding
such corporate opportunity to the Corporation.
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and 1 have consented to the
provisions of this Asticle §.

SECTION 8.05. Definltions. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corporations,
perinerships, joint ventures, associations and other entities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (ii) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Joint ventures, associations and other enities (other than the Corporation, defined
in accordance with clause (I) of this Section 8.05) that are “affilintes” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Tnc.

SECTION 8.06. Terminatlon: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beacficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporacion is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendroent, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adopticn of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminaste or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would acerue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. Ariicle 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9. .

ARTICLE9

SECTION 9.01. Contracts Not Void, No contract, agreement, arrangement
Or transaction (or any amendment, modification ot termination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the
Corporation who are affiliated with Roche are present at or participate in the
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meeting of the Board of Directors or committee thereof which authorizes the
coniract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification or -
termination or solely because his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche™ have the meanings set forth in Section 8.05.

SECTION $.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircetors or officers of Roche may be counted in delermuning the presence of a
quorum ai & meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or
amendment. modification or terminstion thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECITON 9.03. No Ligbility For Good Faitk Actions. Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to thc Corporation or its stockholders
for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
opposad 10} the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of director thereof
In good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in conncetion with any agreement or contract between Roche and the
Corporation, No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an
actlon of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purpase of any
such agreement or contract. '

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Article 9, any
contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation or any
corporation, partuership, joint venture, association or other catity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding votlng stock, voting power or similar voling interests shall be deemed
to be a contract, agreement, arrangemnent or transaction with the Corporation.
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SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Asticle 9 in respect of any matter occwiring, or any cause of action,
suit or claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior 10 such
alteration, amendment. change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are in addition 10
the provisions of Article 8.
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IN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the General Corporation Law of the State of Delaware and by the written
consent of the sele stockholder of the Corporation in accordance with Section 228
of the General Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this

22nd day of July, 1999.

GENENTECH, INC.

By: s/ Stephen G. Juelsgaard

Name: Stephen G. Juclsgaard

Title: Senior Vice President,

Li

General Counse] and Secretary
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postille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265284
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5

O'CLOCK P.M.
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SELRETARY Ud SIATE
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 0571572000

001245251 - 2112549
CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, tne. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genenlech, Inc. resolutions were duly
adopted sctling forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Asticle shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Carporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of sharcs which the Corparation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000} shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferrcd
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shail be designated common
stock, par value $0.02 per share (*“Common Stuck'™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thercafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Secticn 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute werc voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the Genera) Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: "Vhat the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Centificate of Amcndment (o be
signed by Stephen G. Juelsyaurd, an Authorized Otticer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

By: )&@\4\ SN
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postille

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: Unifted States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of Statae

T ertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265285

Seal/Stamp: 10. Signature:
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- Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P. M.
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BY Sandy Millor
CERTIFICATE OF AMENDMENT .
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by vinuez of the General
Corporation [.aw of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERYIFY:

FIRST: That a 2 maeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted seiting forth a proposed amendment of the Amended and Restaed Cenificate of
Incorporation of said corporation, declaring said wmendment 1o bk advisable and calling a

meesing of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendrment is as follows:

RESOLVED, that the Amended und Restated Centificate of Incorporation of wis corporation be

amended by changing “Section 4.01(a)” of the Anticle thereof numbered 4" so that, as amended,
sdid Sccrjon ol suid Article shall be aud read as follows:

“Section 4.0). Capiral Stock. (a) The Corporation is authoriz2d 10 issue
two clusses of stock 1o be designarcd, respecrively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 10 issue is
one billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000.000; shares shall be designaicd preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200.000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share ("Common
Stwek™). The Cormumon Swock of the Corporartion shali be all of one class.”™

SECOND: That thereafter, pursgant o resolution of its Bourd of Directors, the regular meedng
of the siockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which mecting the
necessary number of shares as required by statute were vored in favor of the amendment.

THIRD: That suid amendment was duly adopied in sccordance with the provisions of Secrion
242 of the General Corporarion Law of the State of Deluaware.

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREQF, said Cenentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment 10 be
signed by Stephen G. Juelsgaard, za Authorized Officer, this 10th day of May. 2001.

GENENTECH, INC.

By: ﬁm\&f\gﬁg"rﬂ—k

Name: Siephen G, Jue!sgwa
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pustille

(Convention de La Haye du 5 QOctobre 1961)
Country: United States of America

This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Uertified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265286

Seal/Stamp: 10. Signature:
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Delaware ...

The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39
O'CLOCK P .M.
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State of Delaware
Sacretary of State
Division of Corporations
Delivered 07:44 PM 04/16/2004
) FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENISRV 040281669 - 2112549 FILE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genemech. Ine., a covporation organized and existing under and by virtue of the General
Comperavion Law of the State of Delaware,

DOES HEREBRY CERTIFY:

FIRST: Thus at a meeling of the Board of Directors of Gencentech, Inc. resalutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amemded and Restated Cedtificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockbolders of said corporation for wnmden.mon thercof. The resolution setting
furth the proposed amendment is as follows:

RESQIVED, that the Amended and Restated Cenrtificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Scetion 4.01(3)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amcnoded,
stid Scction of said Article shall be and read as follows:

Szction 4.01. Capital Siock. (a) The Corporation is authorized to issue two classes of stock to be
Jesiunated, respectively, preferred stock and common stock. The 1otal nursber of shares which the
Corpotation is authorized 1o issue is three biltion one hundred milliun (3,100,000,000) shases. One hundred
miltion (100,000,000} sharex shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share ("Proferred
Stock™). Three bitlion (3,0040,000,000) shares shull be designated conunon stock, par vulue $0.02 per share
("Clommon S1ock™). The commeon stock of the Corporation shall be 1] of one class.

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of' its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordarice with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shaces as required by statute were voicd in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware,

FOURTH: That the capital of said corporation shul) not be reduced under or by reason of said
amendment. ,

IN WITNESS WHEREOT, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendrnent
to be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day of April, 2004,

GENENTICH, INC.

- \T“Z&MNM
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

. PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Anticulo 18 v Reglas 43 y 44)

Registro de reforencia del solicitante o agentc | PARA FUTURAS  ver Nutificacion o ‘Transmisién del Reporte dc Bisqueda [nternacions!
] ] ACCIONES  (Forma PCIVISA/220) asi como, donde aplique, ¢! item 5 a continuagidn,
39766-0192 PC1

Solicitud internacional Na. Fecha de registro internacional (din/mes/anio) Fechis do Privridad (Primera) (dia‘mesianin)
PCTUS2006/043290 14112006 15/11/2005
Salicitanme

F. HOFFMANN - LA ROCHE AG

Este Reporte de Bisqueda Internacional ha side preparado pur esta Autoridad de Bisqueda Internacional ¥ ¢s transmitido al solicitante
Scgun ¢l Articulo (8. Una copia scré transmitida a la Oficina Internacional.

Este Reponte de Bisyueda Internacional consta de un towa de __11 hojas.
También estd acompafiado de una copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte,

|. Bases del reporte

u. Respecto al lenguaje. Ia bisqueda internacional se Uevd a cubo segin la solicitud internacional en cl lenguaje en el cual se presenté,
a menos que s¢ indique de otro modw en cste {tem,

N L . .
la solicitud internacional en ¢l lenguaje cn ¢t cual se presentd,

D una traduccion de Ya solicitud interacional al . ¢l cual ¢s ¢l idioma de 13 traduccion presentada para la
bisqueda internacional (Reglas 12.3(a) ¥ 23.1(b))

h. g Respecto a una seeuencia de dcido nucledtido y/o amino revelado en la snlicitud internacional, ver Recuadro No. 1.

184

@ Ciertas reivindicaciones no pudieron localizarse (Ver Recuadro 1),

D Falta unidad de inveocién (ver Recuadra 11).

s'-l

4. Respecto af titulo,
E1rexto es aprobado seguin fo presenta ¢l solicitunte.
D Esta Aulosidad ha cstublecido que el texto se lea asi:

5. Respecto al resumen,
El texto ¢s aprobado segin lo presenta cf solicitante,

l:l Esia Autoridad ha cstublecido el texto de acuerdo con la Norma 38.2(b), segin aparece cn ¢l Recuadro 1§l El solicitante pucde, un
mes despues de lu fochu de heber ¢nviado pur correo este reporte de bisyueda inicrnecional, presenlor comentarios a esta Autoridad.

>

Respecto o los dibujos,

o Lafigura de Jos dibujos que se publicard con el resumen s 1a Figura No. _$

D como lo sugiri6 cl solicitante.
E como lo sclecciono esla Autoridad, porgue el solicitante no sugiri6é una figura.

D como lv selecciond esta Autoridad, porque esta figura caracteriza mcjor a la invencidn-

b. D Ninguna de las figuras es para ser publicada con ¢l resumen.

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Abril 2005)
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o - TI NG Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2006/044290

Casilla No. [. Nucleétido y/o secuencia(s) aminoacida (Continuacion del item 1.b de la primera hoja)

1. Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminofcida revelada cn la solicitud internacional y nccesaria
para la invencion reivindicada, la blisqueda internacional se ha establecido segun:

a. tipo de material:

& un listado de secuencia
[} tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material;

en formato escrito
X en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacion/suministro:

[X] contenido en la solicitud internacional segin se registré
B4 registrada junto con la solicitud intcrnacional en formato legible por computador
[] proporcionada subsiguientemente a csta Autoridad para la busqueda.

2. [] Ademas, en el caso en que mas de una versién o copia de un listado de secucncia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrade o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacion en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud seguin se presenté o no va mas alla de
la solicitud segin se registro, segan lo apropiado, fucron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Fonma PCTISA/210 (contimuacién de [a primera hoja (1)) (Abril 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Inernacional No.

PCT/US2006/044290

A, CLASIFICACION DE MATERIA

INV. A61K39/395

A6II19/02  A6IK31/00

ADD. CO7K16:28
Segin la Clasificacion de Patentes Internacional {CP) o segin Ja clasificecion pacional v a CP1

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sislema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacion)

COTK  A6IK  A61P

Documentacion buscada fuera de documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan cn los campus buscados

Basc de datos clectronica consultadn durante (a busqueda intemacional {(nombse de la base de datos y, donde sca practico, buscar términos usados)

EPO-Interno, Nato WPI, EMBASE, BIOSIS

C. DOCUMENTOS CONSIDERANOS RELEVANTES

Carcgoria ®

Citacidn de documento, con indicacian, dunde sea apropiado, de 10s textos relevantes

Relevante a la reivindicacidn No.

X PROTHEREO A ET AL: "REMISION DE ARTROPATIA 1-61,
INFLAMATORIA EN ASOCIACION CON TERAPIA ANTI- 65-98,
CD20 PARA LIPOMA DE NO-HODGKIN" 101-112
RHEUMATOLOGY, OXFORD UNIVERSITY PRESS, LONDON,
GB,
vol. 38, no. 11, Noviembre 1999 (1999-11),
paginas 1150-1152, XP000942661
ISSN: 1462-0324
todo el documento

X WO 02/22212 A2 (IDEC PHARMA CORP [US]) 1-61,
21 Marzo 2002 (2002-03-21) 65-98,

101-112

reivindicacion 34; ejemplo 1

) -

E En el recuadro C sc enumerun més documentos,

AV . .
En ¢l anexo s¢ enumeran miembros de la fumilia de patentes.

® Categurias especiales de documentos citados:

'A' documento que define el estado genesal de In téenica ¢ cual no se
cansidera de relevancia particular

'E' documento anterior pero publicedu en o después de Ia fecha de
presentacion mternacional

‘L' documento que pucde arrojar dudas sobre reivindicaciones de
pricridad o que sc cita paru eswablecer la fecha de publicacion de otra
citacitn o otra razdn especial (segin sc espectficn)

Q' documento gue se reficre a una revelacion oral, uso, exhibicién u
vtros medios

‘P documentn publicado antes de la focha de presentacidn internacional
pero después de b fecha de priovidud reivindicada

"T" documento posterior publicado después de 1a fecha de presentacién
internacional o fecha de prioridad y gue nu estd ¢n conflicto con fa
soliciwd pero citado para entender el principio o teorfa que sustenta
la invencién

X' documenio de refevancia particular; Ja invencién reivindicada no
puede considerarse nueva ¢ no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma svlo

"Y' documento de relevancia particular, la invencion reivindicada no
pucde considerarse que comprende un paso invenlivo cuando ¢l
documento se combina con uno o mas documentos, siendo dicha
cumbinacién obvia para una persona experta en la téenica

‘&' ducumento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la termanacion real de Ja bisqueda intemacional

19 de Marzo de 2007

Fecha de envio por correo del reportc de busqueda internacional

12:04:2607

Nombhre v direccion del curreo de ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl
Fax. (+31-70) 340-3016

Funcionariv autorizado

Siaterli, Maria

Forma PCYASA/210 (segunda hojin) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicied Internacional No.

PCT/US2006/0442%90

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Cotegoria *

Citacidn de documento, con indicacién, dunde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

X

EDWARDS J C W ET AL: "MEJORAMIENTO SOSTENIDO EN
ARTRITIS REUMATOIDE SIGUIENDO UN PROTOCOLO
DISENADO PARA DISIPAR LINFOCITOS B”
RHEUMATOLOGY, OXFORD UNIVERSITY PRESS, LONDON,
GB,

vol. 40, no. 2, Febrero 2001 (2001-02),

paginas 205-211, XP002348931

ISSN: 1462-0324

pagina 206 206, columna derecha, paragrafo 2;

tablas 1,2

pigina 207, columna izquierda, paragrafo 2-4

KNEITZ C ET AL: " MEJORAMIENTO DE ARTRITIS
REUMATOIDE RECALCITRANTE DESPUES DE LA
DISIPACION DE CELULAS B."

SCANDINAVIAN JOURNAL OF RHEUMATOLOGY 2004,

vol. 33, no. 2, 2004, paginas 82-86,

XP008076371

ISSN: 0300-9742

pagina 82, columna derecha, ultimo paragrafo

- pagina 83, columna izquicrda, linea 1; tabla 1

pagina 83, columna izquicrda, paragrafo 2

pagina 85, columna derecha, iltimo paragrafo

W0 2005/060999 A (GENENTECH INC [US):
BRUNETTA PAUL G [US])

7 Julio 2005 (2005-07-07)

pdgina 12, linea 19 - pagina 14, columna 1,

linea 14; reivindicaciones 1-7

ejemplo 1

GENENTECH: "ESTUDIO DE FASE 1l MUESTRA QUE
RITUXAN MEJORA SIGNIFICATIVAMENTE LOS SINTOMAS
EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE QUIENES
RESPONDEN INADECUADAMENTE A TERAPIAS ANTI-TNF "
GENENTECH PRESS RELEASE, [Online]

5 Abril 2005 (2005-04-05), paginas 1-2,

XP002423321

[nternet

Recuperado de Internet:

URL:http:/fwww gcne.com! gene/ne ws/press-re
leases/display.do?method=print&id=8267> [retrieved on 2007-03-
12J

todo ¢l documento

US 2004/202658 Al (BENYUNES MARK ¢ [US])

14 Octubre 2004 (2004-10-14)

reivindicacion 12; ejemplo |

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
05-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

1-112

Forma PCTY 15A 210 (cuntinuaciéa de I regunda hoju) (Abril 2005)

pigina 2de 7



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No.

PCT/US2006/044290

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria® | Citacion de documentn, con indicacion, donde sea aprupiado, de los textos relevantes Relevante a la reivindicacién No.

X WO  00/67796 A (GENENTECH INC [US): IDEC 1-61,
PHARMACEUTICALS INC [US]) 65-98,
16 Noviembre 2000 (2000-11-16) 101-112
gjemplo |

X EDWARDS: " EFICACIA Y SEGURIDAD DE RITUXIMAB, UN 1-61,
ANTICUERPO MONOCLONAL QUIMERICO OBJETIVO DE 65-98,
CELULAS B: UNA PRUBA CONTROLADA POR PLACEBO Y 101-112
ALEATORIA EN PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE"
ARTHRITIS & RHEUMATISM, |Onlinea)
vol. 46, no. 9suppl,
25 Octubre 2002 (2002-10-25), - 29 Octubre 2002 (2002-10-29)
XP002425322
EEUU
resumen 446
Recuperado de Internct: URL:http://www_hopkins-
arthritis.som.jhm1.edu/eduiacr2002/ra-treatments. himl#rituxim ab>
[retrieved on 2007-03-09}
resumen

X EMERY: "ANALISIS PRIMARIO DE UN RANGC DE DOSIS 1-61,
DE PRUEBA DE RITUXIMAB, CONTROLADO POR 65-98,
PLACEBO, DOBLE CIEGO, UN ANTICUERPO 101-12
MONOCLONAL ANTI-CD20, EN PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE RECIBIENDO METOTREXATO (PRUEBA DE
DANCER" ANALES DE LAS ENFERMEDADES
REUMATICAS"
ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES, [Onl1ne] vol. 64,
no. supp13, Junio 2005 (2005-06), paginas 1-2, XP002425323
pres¢ntacion oral
recuperado de Interncet:
URL.:http;//eular.bmj.comicgi/content/abstr
act/acdintg;64/Suppl_3/1827maxtoshow=&HITS=
[ 0&hits=10& RESULTFORMAT=1&authorl=emery&an
dorexacttitte=and &andorcexacttittcabs=and&a
ndorexactfulltext=and&scarchid=1& FIRSTINDE
X=20&sortspce=relevance& volume=64&resource
type=HWCIT, HWELTR> [retrieved on 2009]
todo el documento

X LEANDRO M ) ET AL: "RESULTADO CLINICO EN 22 1-61,
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE TRATADOS 65-98,
CON DISIPACION DE LINFOCITOS B" 101-112

ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES, BRITISH
MEDICAL ASSOCIATION, LONDON, GB,

vol. 61, no, 10, Octubre 2002 {2002-10), piginas 883-888,
XP002348932 )

1SSN: 0003-4967

pagina 884; tablas 1,2

Forma PCT! 1S A 210 (consinuacitn de ta segunda hoja) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internactonsa! No.

PCT/US2006/044290

€. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ®

Citacion de documento, con indicucion, donde sea apropiude, de los (extos relovantes

Relevante a la reivindicacion No,

X

DE VITA SALVATORE ET Al.: " EFICACIA DEL BLOQUEO
SELECTIVO DE CELULAS B EN EL TRATAMIENTO DE
ARTRITIS REUMATOIDE: EVIDENCIA PARA UN PAPEL
PATOGENETICO DE CELULASB ™

ARTHRITIS AND RHEUMATISM, LIPPINCOTT,
PHILADELPHIA, US,

vol. 46, no. &, Agosto 2002 (2002-08), paginas 2029-2033,
XP002306249

ISSN: 0004-3591

pagina 2032, columna izquierda, ultimo paragrafo; tablas 1,2
MODRE J ET AL: "UN ESTUDIO DE FASE II DE RITUXIMAB
EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE ¥ CON
ENFERMEDAD RECURRENTE SIGUIENDO EL
TRANSPLANTE DE CELULAS MADRE
HAEMATOPOIETICAS"

BONE MARROW TRANSPLANTATION AGO 2004,

vol. 34, no. 3, Agosto 2004 (2004-08), pdginas 241-247,
XP002425324

ISSN: 0268-3369 .

pégina 242, izquierdo columna, paragrafo 2

pigina 245, columna derecha, paragrafo 2 pagina 246, columna
izquierda, wltimo paragrafo

GOTTENBERG J-E ET AL: "TOLERANCIA Y EFICACIA EN
PERIODOS CORTOS DE RITUXIMAB EN 43 PACIENTES
CON ENFERMEDADES AUTOINMUNES SISTEMICAS"
ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES JUN 20085,

vol. 64, no. 6, Junio 2005 (2005-06), paginas 913-920,
XP002425325

1SSN: 0003-4967

pagina 916, columna izquicrda, paragrafo 5; tabla |

EL TRATAMIENTO DE ARTRITIS REUMATOIDE"
NEWS-MEDICAL.NET, [Onl In¢]

9 Junio 2005 (2005-06-09). paginas 1-2, XP002425326
Recuperado de Internet: URL:http:f/www.news-
medical.net/print_arti cle.asp?id=10840>

[retrieved on 2007-03-09]

todo el documento

1-61,
65-98,
10]1-112

161,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

Farma I'CT¢ 1SA 210 (continmacitn de la segunda hoja) (Abril 2005)
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Soligitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL POT/US2006/044290
C. DOCUMENTQS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categorfa® | Citacion de documento, cun indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevanies Relevantc a la reivindicacion No,
X HIGASHIDA: " SEGURIDAD Y EFICACIA DEL RITUXIMAB 1-61,
EN EL TRATAMIENTO DE ARTRITIS REUMAOTIDE 65-98,
RECALCITRANTE. TIPO DE SESION: CARTEL SESION 139-1" 101-112
BLOOCD,

vol. 102, no. 11,
16 Noviembre 2003 (2003-11-16), p4gina 1,

XP002425327
EEUU
resumen

X WO 2004/056312 A (GENENTECH INC [US]; 1-61,
ADAMS CAMELLIA W |US]; CHAN ANDREW C [US]: 65-98,
CROWLEY) 8 Julio 2004 (2004-07-08) 101-112

ejemplos 3,6,16; sccuencias 21, 22

X WO 2004/091657 A (GENENTECH INC (US]; 1-112
BENYUNES MARK [US))

28 Octubre,2004 (2004-10-28) ejemplo 1; secuencias 1-4

X ANONYMOUS, NCTO0077870: "UN ESTUDIO DE 1-61,
SEGURIDAD DE DOSIS. INCREMENTADAS DE PRO70769 65-98,
PARA INDIVIDUOS CON ARTRITIS REUMATOIDE [01-112

MODERADA A SEVERA QUE RECIBEN DOSIS ESTABLES
DE METOTREXATO CONCOMITANTE"
CLINICALTRIALS.GOV, [Onl Ine)

12 Febrero 2004 (2004-02-12), - 12 Agosto 2005 (2005-08-12)
paginas 1-3, XP002425328 internct

Recupurado de Internet:
URL.:hup:fichinicaltrials.govict/show/NCTO
0077870;jsessionid=CDF4C4B9EF58B79A0FLEDSA
CAAB7AC4F?order=21>

[retrieved on 2007-03-19]

pagina 1, paragrafo

A EDWARDS J C W ET AlL: "TERAPIA DE DISIPACION DE 1-112
LINFOCITOS B CON RITUXIMAB EN  ARTRITIS
REUMATOIDE"

RHEUMATIC DISEASES CLINICS OF NORTH AMERICA,
W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, PA, US,

vol. 30, nu. 2, 2004, paginas 393-403, XP008076293

ISSN; 0889-857X .

pigina 398, paragrato 3

pagina 396, paragrago 4 - pagina 397, paragrafo 4

- ———
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intcrnacivnal No.

PCT/US2006/044290

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacion, donde sca-spropiado, de los textas relevantes

Relevanle a la reivindicacién No.

X

P, X

GENENTECH: "BIOGEN IDEC Y GENENTECH ANUNCIAN LA
ACEPTACION POR LA FDA DE LA APLICACION DL
LICENCIAS DE BIOLOGICOS SUPLEMENTARIOS Y LA
DESIGNACION DE REVISION PRIORITARIA PARA RITUXAN
EN ARTRITIS REUMATOIDE"

INTERNET ARTICLE, [Onlinea)

31 Octubre 2003 (2005-10-31), paginas 1-2,

XP002425329

EEUU

Recuperado de the Internet:
URL:http://www._gene.eom/gene/news/press-re
leases/display.do?methad=dclail&id=9047> [retrieved on 2007-03-
09]

pagina 1, paragraph 1-7

HIBBLE: "ARTRITIS REUMATOIDE - MABTHERA
PROPORCIONA BENEFICIOS DURADEROS"

MEDICAL NEWS TODAY, [Onlinea|

21 Noviembre 2005 (2005-11-21}, pdginas 1-2,

XP002425335

Recupcrado de Internet:
URL:http://www.medicalnewstoday.eonymedica
Inews.php?newsid=33811>

[retrieved on 2007-03-09)

todo el documento

EDWARDS ] C W ET AL: "TERAPIA DE DISIPACION DE
LINFOCITOS B EN ARTRITIS REUMATOIDE Y OTROS
DESORDENES AUTOINMUNES"

BIOCHEMICAL SQCIETY TRANSACTIONS, COLCHESTER,
ESSEX, GB,

vol. 30, no. 4, Agosto 2002 (2002-08),

paginas 824-828, XP002306250

ISSN: 0300-5127

pdgina 826, columna derecha, paragrafo 4 —

pagina 827, paragrafo 3; tabla |

FIEL.DS: "RITUXIMAB EN EL TRATAMIENTO DE ARTRITIS
REUMATOIDE, LUPUS SISTEMICA Y OTRAS
ENFERMEDADES AUTOINMUNES: REPORTE ESPECIAL DEL
PASADO, PRESENTE Y FUTURO"

HOSPITAL OF SPECIAL SURGERY, [Cnlinca]

25 Oetober 2002 (2002-10-25), paginas 1-9,

XP002425336

Recuperado de Internet: URL:http://www.hss.edu/profess | Onal-
eondit ions_13466.asp?refName=Autoimmune+Discascs > [retrieved
on 2007-03-09]

afeeee

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

Forma PCT? 1SA 210 {continuncidn dc la segunda haja) { Abril 2008)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intcrmacional No.

PCT/US2006/044290

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorla ®

Citacitn dc documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la scivindicacion No.

P, X

BATHON: "TRATAMIENTOS DE LA ARTRITIS REUMATOIDE"
THE JOHN HOPKINS ARTHRITIS CENTER, 2005
AMERICAN COLEGE OF RHEUMATOLQGY, [Onlinca]
- 17 Noviembre 2005 (2005-11-17) paginas 1-12,
- XP002425337
EEUU
Recuperado de Internet: URL:hitp://www . hopkins-arthritis.som. jhmi.
edufedufacr200S/ra-treatments.html> [retrieved on 2007-03-09]
paragrafo [ABS.1830], [1917], [1922]

1-112
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REPOR'IE DL BUSQUEDA INFERNACIONAL Sohcitud Intemacionul No.
PCT/US2006/044290

Casilla IT Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacion del Item 1 de
la primera hoja)

Este reporic de bisqueda internacional no ha sido cstablecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(2) por las siguientes razones:
I. X} Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no cs necesario qgue esta Autoridad busque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 1-64, 67-100, 104-112 estan dingidas a un método de
tratamicnto del cucrpo humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en
los cfectos alegados del compuesto/composicion.

2. D Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,

especificamente:

3. [] Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estin diseiiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracion de la Regla 6.4(a).

Casilta Il Observaciones donde falta unidad de invencion (Continuacién del Item 3 de Ia primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Intemnacional encontrd invenciones miltiples en csta solicitud internacional, asi:

. D Pucsto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fueren pagados oportunamente por
¢l solicitante, este informe de bisqueda internacional cebre todas las reivindicaciones investigables.

o

D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfucrzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3. D Puesto que s6lo algunos de los derechos de basqueda adicionales fueron pagados oportunamente por ¢l
solicitante, este informe de busqueda internacional cubre anicamente aquellas reivindicaciones para las
cuales s¢ pagaron derechos, especificamente lus reivindicaciones Nos.:

4. D El solicitante no pagd oporiunamente los derechos dc blsqueda adicionales requeridos. For
consiguiente, estc informe de basqueda internacional sc restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comenlario sobre Protesta D Los dercchos de busqueda adicionales estuvieron acompaiiados por la
protesta del solicitante.

L—_] El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompaiiado por

una protesta.

Forma PCT/ASA#210 (continuacion de Ja primera hoja (2)) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Saolicitud Internacicnal No,

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/US2006/044290
Documentoa de patenlo . o .
citadn en ¢f reporte de Fecha de publicacion Micmbro(s) de la familia de Fecha de

biisqucda ' , patentes publicacitno
W0 DZ22212 A2 21-63-2002 (A 2427076 Al 21-03-200¢
€N 1592645 A 05-03~2005
JF 2004502420 7 18-D3-2004
M{  PAD3002262 A 15-10-2003
KO 20031218 A 19-85-2003
WD 2005060994 A 07-07-2005 AU 20G4306560 Al 07-07-2005
BR PIO417105 A 06-02-2007
CA 2549122 Al 074-07-2006
CH 1917901 A 21-02-2007
EP 1695955 A2 06-09-2006
KR 20060109454 A 20-10-2006
MX  PAOSDOGRGA A 23-08-2006
Us 2004202658 Al 14-10~-2004 HS 2006240008 Al 26-10~2006
Ko DO67796 A 16-11~2000 AT 311189 T 15-12-2005
Al 777970 B2 04-11-2004
Al 4714300 A 21-11~2000
AU 2005200462 Al 03-03-2005
BR 0011197 A 19-02-2602
CA 2372603 Al 15-11-2000
CK 1378459 A 06-11~2002
DE 60024436 01 05-01-2006
DE 60024436 T2 17/-De-2006
1 4 1176481 T3 10-04-2006
EP 11765881 Al D6-02-2002
EP 1637160 A2 22-03-2006
ES 2254974 T3 16~05-20056
HK 1043312 Al 28-07-2006
HU 020100% Az 29-07-2002
JP 2002844174 T 24-12-2002
M%  PACL011Z279 A G2-07-2002
NG 20015417 A 7-01-2002
N 514014 A 24-09~Z004
PL 351962 Al 14-(7-2003
WO 2004056312 A pB-G7-2004 AU 2003301079 Al 14-07-2004
BR 0316779 A 01-11-200%
CA 2507898 Al 08-07-2004
EP 1572744 A2 14-08-2005
HR 20050649 Az 31-12-2005
JP 2006517389 T 27-07-2006
KR 20050086913 A 30-08-2005
MA 27764 Al 02-01~2006
MX  PAOSD06511 A 17-02-2006
us 2006024300 Al 02=-02-2006
WD 2004061657 A 28-10-2004 AU 2004229375 Al 28-10-2004
- BR PI0409534 A 13-04-2006
CA 2519870 Al 28-10-2004
i 1802176 A 12-07-2006
EP 1613350 A2 11-01-216
HR 20050940 AZ 31-12-2005
JP 2006522811 T 05-10-2006
KR 20050114273 A 05-12~2005
MA 27838 Al 03-04-2006
MX  PACBO1G?78 A 12-12-200%

Porma FCTi 152 210 Garvgxa bamilie Je patentes) (#bot 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PCT Article 18 and Rules 43 and 44}

Applicant's or agants Hie reference FOR FURTHER c00 Form PCT/SA/220
39766-0192 PCT ACTION a8 well as, where applicable, item 5 balow.
tntemational application No. Intemational filing date (day/monthyear) (Earliest) Priority Date (day/monthiaas)
PCT/US2006/044290 14/11/2006 15/11/2005
Applicant

F.HOFFMAN - LA ROCHE AG

This intarnational search report has been prepared by this tntemationa! Searching Authority and |8 tansmitted to the applicant
acocording 0 Article 18. A copy Is being transmitted to the Intemational Bureau.

This intsrnational search report consisisofatolalof 11 _ sheels.
It is also accompaniod by a copy of each prios art document clted in this report,

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the intematicnal search was carried ¢ut on the basis of:
[}ﬂ the international application in the language in which i was filed

[]  atmnsiaton o the intemationat application into . which Is the language
of a transtation lumishad tor the pu:pases of intarmationa! seasch (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

3. []  unity of invention is tacking (88 Box No Il

4. With rogard to the title,
[X] the extis approved es submitied by the applicant
[[J the taxt has been estabiished by this Authority ta read as foliows:

5. Whh regard o the abstract,
@ tha text is approved as submitied by tha applicant

[C] e taxt has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as i appears in Box No. 1V. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard o the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Flgure No. _5
[[] et suggested by the applicant
26 salacted by this Authority, because the applicant failed to suggast a figure
[[] asselected by this Authonity, because this figure bettar characterizes the Invention
b. [] noneof me figures is 1 be published with the absiract

b. Wit regend 1 any nuclectide and/or amlno acid sequence disclosed in the Intemational application, see Box No. 1.
2 [X] certain ctalma wers found unssarcheble (See Box No. It)

Form PCT/ISA/210 {first sheat) (Aprl 2005)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT POT/US2006/044290

Box No. | Nucleotide and/or amtno acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first shaot)

1.

a.

“With regard to any nucigotde andfor amino acld sequence disclased in the Intemational application and necassary to the claimed
invantion, the Intemational search was carried out on the basis of.

a. type of materia!

a ségueance listing

[]  tablets) retated to the soquence fisting

b. format of material

E on paper

E in edactrontc form

c. time of filingumishing
contained In the international application as flled
[X]  fied together with the internationat applicaton in etoctroni form
[[] tumisnen subsaquentl to this Authority tor the purpase of search
D In addition, In the case that more than ane version of copy of a sequence (isting and/or table relating thereto has bagn liled

or lumished, the required statements that the Information In the subsequent or addittonal copies is identical to that in the
application as filed or doas nat go beyond tha appfication as filed, as appropriate, ware turnished.

Additons! comments:

Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (1)} (Aprll 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational application No

PCT/US2006/044290

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. A61K39/395 A61P19/02

ADD. CO07K16/28

A61K31/00

According 1o Intemational Patant Classtfication (IPC) orto both natlonal claasliication and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minemum gocumentation searched (classificulion system followed by classilication symbols)

CO7K ABlK A61P

Documontation searched othar than minimuin documentation ko the extan that such documents are includad in tha fleke searched

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS

Elpctronic data baso consulted during the International saarch (name ¢f data base and, where practical $e&rch 18rms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Chatlon of gocumam, with indication, whers eppropriala, of the releveni passages Aatavant 1o ¢lalim No.
X PROTHEREO A ET AL: “REMISSION OF 1-61,
INFLAMMATORY ARTHROPATHY IN ASSOCIATION 65-98,
WITH ANTI-CD20THERAPY FOR NON-HODGKIN’S 101-112
LYMPHOMA"
RHEUMATOLOGY, OXFORD UNIVERSITY PRESS,
LONDON, GB,
vel. 38, no. 11, November 1999 (1999-11),
pages 1150-1152, XP000942661
ISSN: 1462-0324
the whole document
X WO 02/22212 A2 (IDEC PHARMA CORP [US]) 1-61,
21 March 2002 (2002-03-21) 65-98,
101-112
claim 34; example 1
-

m Further documents are listed in the cortnuation of Box C.

IE See patent funily annex,

* Special categories of cited documants :

A" document aafining the general stata of the art whichis not
congidared to be of particubar relevance

'€ garlar document but pubfishad on or Bftarthe Intesaticaal

invaniion

*L* document which may throw doubts on w‘anly clatmis) or
which is cligd 10 establish the publicalion date of ancihor
cltation or other epacial reason (as spachied)

*O* document referring 1o an oral disctosure, use, exhibillon or

*T* tater dacumani published afer the lemational ing dale
or priority dats and not in contlict with the application but
ched to understond the princdpie or theory undeelying the

"X* document of particutar relevance; the claimad Invention
fking date cannal be considenad Novel or ¢annot be considered to

irvolve an vantive step when the document I8 1aken alons
Y* document of pamicular refevance; the clabmed trvantion

cannos be considarad to Invoive an inventive slap when the
aocurnent i combinad with one or moro other such docu—

othes moans

‘P* dotument publishad prior (o the intemational tling date bul
taler than the priorly dats claimed

mants, such combination being obvious Lo & parson skdllod
inthe art,

*&* document membar of the same parent family

Dais of the eciugl compbation of the intemistional ssarch

19 March 2007

Date of malling of the intemationa! seanch repon

12/04/2007

Name and melling addreas of the ISV
Europoan Peienl Office, P.43. 5818 Patentlarn 2
NL - 2280 MV Rijswitk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. J1 851 apo nl,
Fax: (+31-70) 340~-3016

Authotlzed ofticer

Stlaterli, Maria

Fam PCTASAZ210 {se0ond shoed) (Ap) 2006}

page 1 of 7

88



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Interniational application No

PCT/US2006/044290

C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED 7O BE RELEVANT

Category® | Chation of document, with indicatlon, whare appropetate, of tha ralevant passages

Relevan 1o claim No,

X EDWARDS J C W ET AL: "Sustained
improvement in rheumatoid arthritis
following a protoccl designed to deplete B
1ymphocytes"

RHEUMATOLOGY, OXFORD UNIVERSITY PRESS,
LONDON, GB,

vol. 40, no. 2, February 2001 (2001-02),
pages 205-211, XP002348931

ISSN: 1462-0324

page 206, right-hand column, paragraph 2;
tables 1,2

page 207, left-hand column, paragraph 2-4
X KNEITZ C ET AL: “"Improvement of
refractory rheumatoid arthritis after
depletion of B cells.”

SCANDINAVIAN JOURNAL OF RHEUMATOLOGY 2004,
vol. 33, no. 2, 2004, pages 82-86,
XP008076371

ISSN: 0300-9742

page 82, right-hand column, last paragraph
- page 83, left-hand column, 1ine 1; table
1

page 83, left-hand column, paragraph 2
page 85, right-hand column, last paragraph
X WO 2005/060999 A (GENENTECH INC [uS];
BRUNETTA PAUL G [US])

7 July 2005 (2005-07-07)

page 12, line 19 - page 14, column 1, Tine
14; claims 1-7

example 1

X GENENTECH: "Phase III Study Shows Rituxan
Significantly Improves Symptoms in
Patients with Rheumatoid Arthritis Who
Inadequately Responded to Anti-TNF
Therapies”

GENENTECH PRESS RELEASE, [Online]

5 April 2005 (2005-04-05), pages 1-2,
XP002425321

Internet

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.gene.com/gene/news/press-re
leases/display.do?method=print&id=8267>
[retrieved on 2007-03-12]

the whole document

X US 2004/202658 Al (BENYUNES MARK C [US])
14 October 2004 (2004-10-14)

claim 12; example 1

—f—-

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

1-112

1-61,
65-98,
101-112

1-112

Foan SCTASA/10 {eantinuation cf sesono shoel) (A £005)
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Intesnationsl application No

PCT/US2006/044290

C(Continuation). DDCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category” | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relovan! passagas

Relovant 1o ¢lalm No,

X WO 00/67796 A (GENENTECH INC [US}; IDEC
PHARMACEUTICALS INC [US])

16 November 2000 (2000-11-16)

example 1

X EDWARDS: "Efficacy and Safety of
Rituximab, a B-Cell Targeted Chimeric
Monoclonal Antibody: A Randomized,
Placebo~Controiled Trial in Patients with
Rheumatoid Arthritis”

ARTHRITIS & RHEUMATISM, [Online]

vol. 46, no. 9suppl,

25 October 2002 (2002-10-25), - 29 October
2002 (2002-10-29) XP002425322

USA

absract 446

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.hopkins-arthritis.som.jhmi.
edu/edu/acr2002/ra-treatments.html#rituxim
ab> [retrieved on 2007-03-09]

abstract

X EMERY: "PRIMARY ANALYSIS OF A
DOUBLE-BLIND, PLACEBO-CONTROLLED,
DOSE-RANGING TRIAL OF RITUXIMAB, AN
ANTI-CD20 MONOCLONAL ANTIBODY, IN PATIENTS
WITH RHEUMATOID ARTHRITIS RECEIVING
METHOTREXATE (DANCER TRIAL"

ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES, [Online]
vol. 64, no. suppl3, June 2005 (2005-06),
pages 1-2, XP002425323

oral presentation

Retrieved from the Internet:
URL:http://eular.bmj.com/cgl/content/abstr
act/ardmtg;64/Supp1_3/182?maxtoshow=8HITS=
10&h1ts=10&RESULTFORMAT=18authorl=emerydan
dorexacttitle=and&andorexacttitlieabs=andéa
ndorexactfulltext=and&searchid=1&FIRSTINDE
X=20&sortspec=relevancedvolume=64aresource
type=HWCIT,HWELTR> [retrieved on 2009]

the whole document

X LEANDRC M J ET AL: "Clinical outcome in
22 patients with rheumatoid arthritis
treated with B 1ymphocyte depletion”
ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES, BRITISH
MEDICAL ASSOCIATION, LONDON, GB,

vol. 61, no. 10, October 2002 (2002-10),
pages 883-888, XP002348932

ISSN: 0003-4967

page 884; tables 1,2

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

1-61,
65-98,
101-112

Fam PCTASAZ210 {continuation of sacond shest) (Apr! 2006}

page 3 of 7

Q0



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International appiication Ne
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X DE VITA SALVATORE ET AL: "Efficacy of
selective B cell blockade in the treatment
of rheumatcid arthritis: evidence for a
pathogenetic role of B cells”

ARTHRITIS AND RHEUMATISM, LIPPINCOTT,
PHILADELPHIA, US,

vol. 46, no. 8, August 2002 (2002-08),
pages 2029-2033, XP002306249

ISSN: 0004-3591

page 2032, left-hand column, last
paragraph; tables 1,2

X MOORE J ET AL: "A phase II study of
Rituximab in rheumatoid arthritis patients
with recurrent disease following
haematopoietic stem cell transplantation.”
BONE MARROW TRANSPLANTATION AUG 2004,

vol. 34, no. 3, August 2004 (2004-08)},
pages 241-247, XPQ02425324

ISSN: 0268-3369

page 242, left-hand column, paragraph 2
page 245, right-hand column, paragraph 2 -
page 246, left-hand column, last paragraph
X GOTTENBERG J-E ET AL: "“Tolerance and
short term efficacy of rituximab in 43
patients with systemic autoimmune
diseases.”

ANNALS OF THE RHEUMATIC DISEASES JUN 2005,
vol. 64, no. 6, June 2005 (2005-06), pages
913-920, XP002425325

ISSN: 0003-4967

page 916, left-hand column, paragraph 5;
table 1

X ANONYMQOUS: “MabThera highly effective in
treating rheumatoid arthritis”
NEWS-MEDICAL.NET, [Online]

9 June 2005 (2005-06-09), pages 1-2,
XP002425326

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.news-medical.net/print_art1
cle.asp?id=10840>

[retrieved on 2007-03-09]

the whole document
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vol. 102, no. 11,
16 November 2003 (2003-11-16), page 1,
XP002425327
USA
abstract
X W0 2004/056312 A (GENENTECH INC [US]; 1-61,
ADAMS CAMELLIA W [US]; CHAN ANDREW C [US]; 65-98,
CROWLEY) 8 July 2004 (2004-07-08) 101-112
examples 3,6,16; sequences 21, 22
X, WO 2004/091657 A (GENENTECH INC [US]; 1-112
BENYUNES MARK [US])
28 October 2004 (2004-10-28)
example 1; sequences 1-4
X ANONYMOUS, NCT00077870: "A Safety Study 1-61,
of Escalating Doses of PRO70769 for 65-98,
Subjects With Moderate to Severe 101-112
Rheumatoid Arthritis Receiving Stable
Doses of Concomftant Methotrexate”
CLINICALTRIALS.GOV, [Online)
12 February 2004 (2004-02-12), - 12 Auqust
2005 (2005-08-12) pages 1-3, XP002425328
internet
Retrieved from the Internet:
URL:http://clinicaitrials.gov/ct/show/NCTO
0077870; Jsess1onid=CDF4C4BIEF58B79A0FEEDSA
CAAB7ACAFZorder=21>
[retrieved on 2007-03-19]
page 1, paragraph
A EDWARDS J C W ET AL: "B LYMPHOCYTE 1-112
DEPLETION THERAPY WITH RITUXIMAB IN
RHEUMATOID ARTHRITIS®
RHEUMATIC DISEASES CLINICS OF NORTH
AMERICA, W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, PA,
us,
vol. 30, no. 2, 2004, pages 393-403,
XP008076293
ISSN: 0889-857X
page 398, paragraph 3
page 396, paragraph 4 - page 397,
paragraph 4
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Biologics License Appiication and Priority
Review Designation for Rituxan in
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INTERNET ARTICLE, [Onlinel

31 October 2005 (2005-10-31), pages 1-2,
XP002425329

USA

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.gene.com/gene/news/press-re
leases/display.do?method=detail&id=9047>
[(retrieved on 2007-03-09]

page 1, paragraph 1-7

P,X HIBBLE: "Rehaumatoid arthritis - MabThera
provides lasting benefits”

MEDICAL NEWS TODAY, [Online]

21 November 2005 (2005-11-21), pages 1-2,
AP002425335

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.medicalnewstoday.com/medica
Tnews .php?news 1d=33811>

[retrieved on 2007-03-09]

the whole document

A EDWARDS J C W ET AL: '"B-lymphocyte
depletion therapy in rheumatoid arthritis
and other autoimmune disorders”
BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS,
COLCHESTER, ESSEX, GB,

vol. 30, no. 4, August 2002 (2002-08),
pages 824-828, XP002306250

ISSN: 0300-5127

page 826, right-hand column, paragraph 4 -
page 827, paragraph 3; table 1

A FIELDS: "Rituximab in the treatment of
rheumatoid arthritis, systemic lupus, and
other autoimmune diseases: past, present,
and future Special Report"

HOSPITAL OF SPECIAL SURGERY, [Online)

25 October 2002 (2002-10-25), pages 1-9,
XP002425336

Retrieved from the Internet:
URL:http://www.hss.edu/professional-condit
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> [retrieved on 2007-03-09]
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Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 2 of first ghest)

This Intemational Search Report has not bean astabllshed in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. m Claims Nos.:

because they relats to subject matter not required to be searched by this Authorlty, namely:

Although ciaims 1-64, 67-100, 104-112 are directed to a method of treatment of
the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

2. [ ] claims nos.:
because they relate to parts of the Internatlonal Application that do not comply with the prescribed requiremants to such
an extant that no meaningful tntlemationa! Search can be carried out, specifically:

3 D Claims Nos.:
because they are dependant claims and are not dratted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box lll Obsarvations where unity of Invention is lacking (Continuation of item 3 of first shoet)

This International Searching Authority found mutiple Inventions In this intemational application, as foliows:

—_

. As all required additional search feas wers timely paid by the applicant, this International Search Report covers all
searchabie claims,

N

. |:| As all searchable ciaims could be searched without effert justifylng an additional fee, this Authority did not invite payment
of any addidonal fee.

a. D As only soma of the required addiional search fees were timely pald by the applicant, this Intemational Search Report
covars only those claims for which fees wers paid, specifically clalms Nos.:

4. D No required additional search fees were timely pald by the applicant. Consaquently, this Interational Search Rapont Is
restricted to the Invention firgt mentionad in the clalms; it Is covered by cialms Nos.:

Remark on Protast D The edditonal search fees were accompanied by the applicants protast.

L__] No protast accompanled the payment of additiona! search fees.

Form PCTASA/210 {cantinuation of first shest (2)) (January 2004)
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

2ara: ' PCT

ver forma PCT/ISA /220 OPINION ESCRITADELA

(PCT Regla 43bis.1)

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Fecha de ervvio por correo

(dia/mes/ afio} ver forma PCT/ISA /210 (segunda pagina)

Registro de referencia del solicitante PARA FUTURAS ACCIONES

0 agente Ver el parrafo 2 a continuacian

ver forma PCT/ISA /220

Selicitud Internacional MNao. Fecha de registro tnfernacional Fecha de prioridad
(dia/ mes/afio) [dia/ mes/ afie)

T US2006,/ 044290 14112006 15.11.2005

Clasificacion Inteinacional de Patenies (TPC) o clasificacion nacional e IPC
INV, A6TKS9/395 AGIP19/02 AG1K31/00
ADD. CO7K16/28

Solicitante
F. HOFFMAMN-ILA ROCHE AG

1. Esta opinidn contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

Casilla No. I Bases del Reporte

Casilla No. 1I'  I'rioridad

Casilla No, 1il  No establecimiento de opinién respecto a novedad, mivel invenlivo ¥
aplicabilidad Industrial.

Casilla No. IV Falta de unidad de invencidn

Casilla No. V. Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 435, 1{a)(i) con

MO KKK

respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicacionas que sustentan Jicha afirmacion.

[] CasilaNo VI  Ciertos documentos citados

(] <asillaNo VII  Ciertos defeclos en la solicitud internacional

[[] CasillaNo. VIl Ciertas observaciones sabre la solicitud internacional

2. ACCIONES FUTURAS
Si se hace una demanda parg examen preliminar internacional. csta opinitin generalmente serd
considerada como una opinidn escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (“IFEA™). Sin
embargo, esto na aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sca la
IPEA y la TPEA cscogida ke ha notificado a la Oficina Intzrnacional de conformidad con la Regla
66.10i5(b) que no se consideraran las opiniones eseritas de esta Avtoridad Bxaminadora Prefiminar.

5i gsta opinion es, scgun se estipula antenormente, considerada una opinidn escrite de Ia IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sca apropiada, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracion de tres meses desde la focha de envie por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de [a fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la que
expirc mas tarde. .

Para opciones fuluras, ver la Forma PCT/15A /220

3. Para dotalles adicionales, ver lag notas a la Forma PCT/ISA/220

Notribre y direcciom de correo de iSA: Fecha de la terminacion de Funhcionario Autorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 | esta epimon
N1.-2230 HY Rijswik Siaterli, Maria

Tel {+31-70) 340-2040, I'x. 31 651 epo nl

- | Fax, {(+¥1-70) 240-3016 ver forma PCI/1SA /220 Teléfono No. +31 70 040-8022

Forma (G T/ 154,237 (portada} (Abril de 2005)
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OPINION ESCRITADELA Soalicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2006,/ 044290

Casilla No. I. Bases de la opinion

1. Respecto al idioma, esta opinion ha sido establecida con base en:
X la solicitud internacional en el idioma en el cual se presentd

(] una traduccién de la solicitud internacional en , la cual es ¢l idioma de una traduccién proporcionada
para los propdsitos de basqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b})).

2. Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminodcida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segin:

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
[ tabla(s) relacionada con ¢l listado de secuencia

b. formato de material;

en formato escrito
X en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacion/suministro:

contenido en la solicitud internacional segin se registré
X registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la busqueda.

3. [[] Ademas, cn el caso en que més de una version o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con clio se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacion en las
copias subsiguicntes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin se present6 o no va mas

~ alls de la solicitud segiin se registré, segin lo apropiado, fueron suministradas.

4, Comentarios adicionales:

Casilla No. 1l Prioridad

1. [ No se ha considerado la validez de la reivindicacién de la prioridad porque la Autoridad de Bisqueda
Internacional no tienc una copia de la solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado o, cuando sea
necesario, una traduccién de esa solicitud anterior. Sin embargo, esta opinién se ha establecido con base
en el hecho de quc 1a fecha relevante (Reglas 43bis.1 y 64..1). es la fecha de la prioridad reivindicada.

2. Esta opinién se ha establecido como si ninguna prioridad se hubiese reivindicado debido al hecho de que
se ha encontrado que la reivindicacién de la prioridad no es vilida (Reglas 43bis.1 y 64.1).. Por
consiguiente, para los propésitos de esta opinién, se considera que la fecha de la presentacion
internacional indicada anteriormente es la fecha relevante.

3. Observaciones adicionales, si es necesario:
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Casilla No. IT1 No establecimiento de opinian respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invenci6n reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda la solicitud internacional,

[X] reivindicaciones Nos. 1-64, 67-100, 104-112

porque:

dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 1-64, 67-100, 104-112 con respecto a la aplicabilidad
industrial relacionan con la siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional

(especifique):

ver hoja separada

[J 1a descripcion, rcivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacion) de dichas
reivindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opinion significativa (especifique):
Por favor ver hoja a continuacion

[] las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. son sustentacdas tan inadecuadamente por la
descripci6n que no se podria formar una opinion significativa.

[J no se ha establecido ningin reporte de bisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

[] no pudo establecersc una opinién significativa sin el listado de secuencia; el solicitante, dentro del limite de
tiempo prescrito, no:

[[] suministré un listado de secuencias en papel para cumplir con el estondar para ello provisto en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicho listado no estuvo disponible para la Autoridad Internacional
de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

] suministré un listado de secuencias en formato electrénico para cumplir en el estandar para cllo provisto
en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo disponible para la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

] pago la tarifa de suministro tardio para cl suministro de un listado de secuencia en respuesta a una
invitacion de acuerdo con las Reglas 13ter.1(a) o (b).

[ no pudo establecerse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con los listados de secuencias; cl
solicitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suministré dichas tablas en formato electrénico para
cumplir con los requisitos técnicos para ello provistos en ¢l Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas y
dichas lablas no estuvieron disponibles para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y
mancra aceptable para ésta.

[] las tablas relacionadas con ¢l nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida, si estin cn formato legible por
computador tnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados ¢n el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

(] Ver Ia hoja separada para mds detalles.
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Casilla No. V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 43bis.1 (a) (i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N)

Nivel inventivo (IS)

Aplicabilidad industrial (1A)

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones

Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones

Si:  Reivindicaciones

No: Reivindicaciones

15-17, 22, 71-73, 85-87, 98-100, 110-112
1-14, 18-21, 23-70, 74-84, 88-97, 101-109

1-112

65-66,101-103

Casilla No. VIl Algunas defectos ¢n la solicitud internacional

Los siguicntes defectos en la forma o contenido de la solicitud internacional han sido anotados:

ver hoja separada
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Ee Item 11 No establecimiento de opinién respecta a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1 Las reivindicaciones 1-61, 67-100, 1(04-112 se relacionan con la materia objeto que esla Autoridad
considera que esta cubierta por la disposicién de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguients, no se
formulard ninguna opinién respectc a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas
reivindicaciones (Articulo 34{4){a)(l) PCT). '

Re Item V Afirmaciéon rarzonmada respecto a novedad, nivel inventive y aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacidn

2 Se hace referencia a los sigutentes documentos:
1. Prothereo et al: “Remisim de Artropatia Inflamatoria en Asociacion con Terapia de Anti-
CD20 para el Linfoma No de Hodgkins” Rheumatology, vol. 38, no. 11, 1999-11, paginas 1150-1132,
XPUO0942661.
D2 Wo02/2212
D3 Fdwards et al: “Mejora sostenida en artritis renmatoidea después de un protocelo disefiado
para reducir Linfocitos B” Rheumatolegy, vol. 40, no. 2, 2001-02, 200102, paginas 200-211,
XP002348931. .
D4 Kneitz et al; “Mejora de la artritis reumnatoidea refractaria despues de la reduccién de e¢lulas
B” Scandinavian Journal of Rheumatology, vol. 33, no. 2, 2004, piginas 82-86, XPO0S076371.
D5 WO200506060959
D6:  Genentech: “El Estudio de la Fase III Muestra que el Rituxan Myjora Significativamente los
Sintomas en Pacientes con Artritis Rematoidea Que Respondieron Inadecuadamente a Terapias
Ant-TNF" Genentech Press-Release, 2005-04-03, paginas 1-2, XPO0242532].
D7 US2004/0202658
D8: Leandro et al: “Resultado clinico en 22 pacientes con arlribis reumatoidea bratados con
reduccion de Linfocitos BY Annals of the Rheurnatic Diseases, vol. 61, na. 10, 2002-10, paginas B83-
888, XPDO2348532.
D9: De Vita et al: “Eficacia del blogueo de células B selectivas en ¢l tratamicnto de la artritis
reumatoidea; evidencia para un papel patogenético de las eélulas B” Arthritis and Rhenmatism, vol.
46, no. 8, 2002-08, 2029-08, paginas 2029-2033, XP002306249,
D10:  Moore et al: “Un estucho de Ia fase 1l de Rituximab en pacientes con arhitis reumatoidea con
enfermedad recurrente después del transplante de células madre hematopovéticas”. Bone Marrow
Transplantation, vol. 34, no. 3, 2004-08, paginas 241-247, XPOU2425324,
DI11:  Goltenberg et al: “Tolerancia y eficacia @ corto plazo de rinodmab en 43 pacientes com

enfermedades autoinmunes sistérmicas” Annals of the Rheumatic Diseases, vol. 64, no. 6,

Ferma PCT/ISA /237 (Hoja suparada) {Hoja 1) {EPO - Abril de 2005)
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2, XP2425326.

32

33

D13: Higashida: “Seguridad y Eficacia del Rituximab en el Tratamiento de Arlritis Renmatoidea
Refractaria, Tipo de Sesion: Sesisn de Afiches 139-1" BLOOD, vol. 102, no. 11, 2003-11-16, pigina 1,
KPO2425327.

D14: WO2004058312

D15: WO2004091657

NOVEDAD

Las reivindicaciones 1-61, 67-98, 104-112 se refieren a un método para tratar dano arkiculatoric que
comprende evaluacion radiografica del tratamiento. Sin embarge, el método de svaluacidn de una
terapia por radioprafia en cierto momento no ©s una caracteristica técnica del método de
tratamiento. Por 1o tanto, no puede tenerse en cuenta para establecer la novedad y nivel inventivo
de dicho método de tratamicnto. Lo mismo aplica para las reivindicaciones 62-64, 99-100, que se
refieren & un métodoe de evaluacion radiografica de un dafo articulatorieo que comprende un método

para tratar dafio articulatorio.

El documento D1 revela el uso de 700mg de Ritwxamab (MabThera) en infusiones semanales para
tratar dafia articulatorio (artropatia) en un paciente que sufre también del linfoma no de Hodgkins.
El paciente también tomé diclefenaco brevemente en ¢l momento de la terapia de anticuerpos
(Historia del caso) pero no agentes anti-reumdticos, Ll pie y las radiografias mostraron erosicnes
tempranas de la articulacion metatarsofalangeal v un estiloide ulnar. No se revela el tiempo de [a
radiografia. Por lo tanto, D1 destruye la novedad de las reivindicaciones 1-13, 18, 19, 21, 23, 28, 29,
32, 33, 33, 37-44, 47-51, 53, 34, 38, 65-69, 74-76, 78-80, 84, 88, 91-94, 95, 101-102.

D2 revela {vjemplo 1, reivindicacion 34) tratamiento de pacientes con diagnéstico climico de artritis
reumatoidea (RA) con Rituximab (RITUXAN). Los pacientes son ademés opcionalmente tratados
con une © mas agentes enipleados para tratar RA tal como salicilato; NSAIDs tal como mdometacin,
ferilbutazona, derivados del &cido fenilacético (v.g. ibuprofenc y fenoprofeno), écidos aceticos
naftalenos (maproxen), acido pirrolealcandico, dcidos indoleaceticos, dcido antranilico halogenado,
prixocam. zomepirac, diflunisal; cloroquina; sales  doradas, penicilamina; o agentes
inmunosupresivos tales como metotrexato o corticosteroides en dosis conocidas para dichas drogas
o dosis reducidas. Rituximab es administrado por via intravenoesa da corformidad con cualquiera de
los siguientes horarios de dosis: (A) Bdmg/m? TV dia 1, 150mg/m? IV en los dias 8, 15 &22, {B)
150me/me IV dia 1, 375/m? IV los dias 3, 15 & 22, (C) 375 mg/m? [V los dfas 1, 8, 15 & 22 Por lo
fanto, D2
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destruye la novedad de las reivindicaciones 1-13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32, 33, 35-51, 65-69, 74-80, 82-
84, 88-97, 101.

34 D3 revela un tratamiento de cinco pacientes con RA no controlada adecuadamente con medicacion
previa (tabla 1). Rituximab fue administrado como cuatro iv infusiones en los difas 2, 8, 15 y 22 de
300, 600, 600 y 600mg respectivamente. Prednisolono oral fue también administrado en los dias 1-22
y 750mg de ciclofosfamida en los dias 4 y 17 (pagina 206, columna de la derecha, § 2}. Los pacientes
fueron evaluados al comienzo del tratamiento, a los 3 meses y luego mensualmente. El tratamiento
mejoré la condicién de los pacientes (Tabla 2) y todos los pacientes redujeron el consumo de
analgésicos (pagina 207, columna de la izquierda, § 2-4). Por lo tanto, D3 destruye la novedad de las
reivindicaciones 1-13, 18-21, 23, 26, 29, 32, 33, 35-36, 38-41, 43-50, 53, 65-69, 74-80, 82-84, 88-93, 96, 97,
101-102.

35 D4 revela un tratamiento de cinco pacientes con RA refractaria a terapia convencional incluyendo
bloqueadores TNF-alfa (TNFa) (pagina 82, columna de la derecha § dltima a la pagina 83, columna
de la izquierda, § 1, Tabla 1). El tratamiento con corticosteroides o NSAIDs fue permitido durante el
estudio. Los pacientes recibieron 375mg/m? de Rituximab cuatro iv infusiones semanalmente y
metotrexato. Se permitieron glucocorticoides al inicio del estudio (pagina 83, columna de la
izquierda, § 2). Los pacientes fueron observados durante al menos 44 semanas. Los resultados
demostraron ser efectivos que el Rituximab es seguro y eficaz para pacientes con RA resistentes a
una variedad de tratamientos incluyendo bloqueo TNF (pagina 85, columna de la derecha, § altimo).
Por lo tanto, D4 destruye la novedad de las reivindicaciones 1-13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32, 33, 35-45,
47-51, 53-60, 65-69, 74-75, 77-80, 82-84, 88-97, 101-108.

36 D5 revela un tratamiento de RA con Rituximab o 2H7 humanizado (pagina 12, linea 19-pagina 14,
linea 14, SEQ ID No. 1 & 2) usando un régimen de dosis seleccionado de cuatro administraciones
semanales de 375mg/m?, dos administraciones de 100mg en los dias 1 y 15 o 1g tres veces. Los
pacienles también pueden recibir metotrexato (10-25mg/semana) junto con un corticosteroide
(metilprednisolono). Se lleva a cabo la evaluacién con respuesta ACR20 en la semana 24 incluyendo
puntaje radiografico Sharp (ejemplo 1, reivindicaciones 1-7). Por lo tanto, D5 destruye la novedad de
las reivindicaciones 1-14, 18-21, 26-29, 3244, 48-51, 62-64, 65-70, 74-76, 78-84, 88-94, 97, 101-103.

w
~3

DDé6 revela el estudio REFLEX que comprende el tratamiento de pacientes con RA activa quienes
han tenido una respuesta inadecuada o fueron intolerantes a un tratamiento previo con una o mas
terapias anti-TNF. Los pacientes recibieron Rituximab de 1000mg por via intravenosa en los dias 1y
15, metotrexato y un curso de dos semanas de corticosteroides. La evaluacion se llevé a cabo usando
ACR20 en la semana 24. Por lo tanto, anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-
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13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32, 32-44, 48-51, 59-61, 65-69, 74-84, 88-97, 101-108.

38 D7 revela (ejemplo 1) el tratamiento de pacientes con RA activa quienes han tenido una respuesta
inadecuada a una terapia TNF (etanercept, infliximab y/o adalimumab) con un anticuerpo anti-
CD20. La evidencia radiografica de al menos una erosién articulatoria atribuible a RA. Se usa
Rituximab o 2H7v16, 1000mg iv en los dias 10 y 15 0 375mg/m? iv semanalmente por 4 scmanas. La
terapia de metotrexato concomitante (25mg/semanal) y ¢l corticosteroide que comprende
metilprednisolono. La evaluacion con ACR20 y puntaje radiografico Sharp en la semana 24. Por lo
tanto, D7 destruye la novedad de las reivindicaciones 1-14, 18-20, 23, 26, 28-29, 3242, 48-51, 59-70,
74-84, 88-94, 97, 101-109.

39 D8 revela el tratamiento de 22 pacientes que tienen RA activa quienes han tenido una respuesta
inadecuada a las drogas anti-reumdticas que modifican la enfermedad estandar (DMARDs) con
varias combinaciones de Rituximab, ciclofosfamida y prednisolono (Tabla 1). Dos pacientes tuvieron
un factor negativo reumatoide (tabla 1, pacientes 8 & 20). Todos los pacientes usaron NSAID o
analgésicos segin fue necesario. Los pacientes (pacientes 2, 6, 7, 10, 12) fueron tratados después de
la recaida o si fallé un protocolo reducido (Tabla 2), Por lo tanto, destruye la novedad de las
reivindicaciones 1-13, 18-21, 23, 25, 28-40, 47-50, 52-53, 65-69, 74-84, 88-93, 95-97, 101- 102.

3110 D9 revela el tratamiento de pacientes que tienen RA activa y la respuesta inadecuada a la terapia
inmunosupresiva incluyendo anti-TNFa (tabla 1). La terapia de Rituximab comprendié infusiones
intravenosas durante 4 semanas de 375mg/m? de Rituximab con csteroides de dosis baja 0 NSAIDs
(Tabla 1). La evaluacion incluyé radiografias (pagina 2032, columna izquierda, § dltimo). Por lo
tanto, destruye la novedad de las reivindicaciones 1-13, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-33, 3543, 47-30, 52-55,
58-59, 65-69, 74-80, 82-84, 88-93, 95-97, 101-102, 104-108.

311 D10 revela el tratamiento de pacientes (RF positivo y negativo} que tienen RA activa quiencs han
tenido transplante de células madre hematopoyéticas con 2x1g iv Rituximab con 2 semanas de
diferencia (pagina 242, columna de la izquierda § 2). Los pacientes permanecieron con medicacion
de prednisolono y DMARD. Por lo tanto, anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-13, 18-
21, 23, 27-41, 48-50, 52, 53, 65-69, 74-76, 78-84, 88-93, 93-97, 101, 102.

3712 D11 revela ¢l tratamiento de pacientes con RA con 4x375mg/m2, 27x375mg/m? o 2x1000mg/m? de
Rituximab solo o en combinacién con metotrexato, metilprednisolono, ciclosfosfamida y/o

hidroxicloroquina (tabla 1), Por lo tanto, D11 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-13,
18-21, 23, 26, 28-43, 47-53, 59-61, 65-69, 74-78, 88-97, 101-108.
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3.13 D12 revela ¢l tratamiento de pacientes con RA con 2 dosis de Rituximab (MabThera) dada con 2

3.14

3.16

3.17

41

semanas de separacién (prueba DANCER, péagina 1, § 2, 7) y tratamiento de pacientes con RA que
no respondieron al tratamiento previo con terapia TNFa. Por lo tanto, destruye la novedad de las
reivindicaciones 1-13, 18-21, 23-26, 28-61, 65-69, 74-84, 88-98, 101-108.

D13 revela el tratamiento de pacientes con RA refractaria a mdliples tratamientos previos
incluyendo DMARD y agentes anti-TNF. Rituximab fue dado a una dosis total de 100mg durante 1
semana, seguido por 375mg/m? en la semana 2 y 500mg/m? en las semanas 3 y 4. Los pacientes
continuaron con su terapia de linea de base (DMARD y/o esteroides). Por lo tanto, anticipa la
materia objeto de las reivindicaciones 1-13, 18-21, 26, 28, 29, 32-41, 59, 65-69, 74-84, 88-93, 97, 101-102,
104-108.

D14 revcela el anticuerpo humanizado 2H7.v16 (gjemplos 5 & 6) v su uso, dos infusiones iv en los
dias 1 y 15 para tratar artritis reumatoidea severa en combinacion con metotrexato. Los pacientes
recibieron 10-25 mg de metotrexato semanalmente durante al menos 12 semanas previas al estudio,
prednisono oral y NSAIDs. El uso de dosis escaladas de 2H7.v16 de 10mg a 1g. Por lo tanto, anticipa
la materia objeto de las reivindicaciones 1-14, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-42, 48-51, 54-58, 63-70, 73-76, 78-
84, 89-94, 97, 101-103.

D15 revela (cjemplo 1) terapia r;ara pacientes con RA refractaria hasta terapia anti-TNF usando un
anticuerpo anti-CD20 seleccionado de Rituximab o 2H7.16 humanizado. Los pacientes recibieron
100mg iv del anticuerpo anti-CD20 los dias 1y 15 o 375mg/ m? iv semanalmente durante 4 semanas.
También pueden recibir metotrexato (10-25mg/semana) y corticosteroides. Por lo tanto, D15
destruye la novedad de las reivindicaciones 1-14, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-42, 48-51, 59-61, 65-70, 74-
84, 89-94, 101-109. .

A la luz de las reivindicaciones de la técnica anterior disponible 13-17, 22, 71-73, 85-87, 98-100, 110-
112 son nuevas en el sentido del Articulo 33(2) PCT.

NIVEL INVENTIVO

Se considera que el documento D5 es la técnica anterior mas cercana a la materia objeto de la
reivindicacién 15, y revela el tratamiento de RA con Rituximab o 2H7 humanizado (SEQ 1D No. 1 &
2) usando un régimen de dosis seleccionado de cuatro administraciones semanales de 375mg/m?,
dos administraciones de 100mg en los dias 1 y 15 o 1g 3 veces. Los pacientes tambi¢n pueden
recibir metotrexato (10-25mg/semanal) junte con metilprednilosono. Alternativamente, cualquiera
de los documentos D1-D15 revelan terapia de dafio articulatorio usando un anticuerpo anti-CD20

pueden considerarse como la técnica anterior mds cercana.
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4.2  La materia objeto de la reivindicacién 13 difiere de DS en que se usa un anticuerpo 2H7 humanizado

4.3

44

4.5

4.6

47

con secuencia aminodcida diferente. No hay ningun efecto asociado con la diferencia.

El problema que hay que solucionar por medio de la presente invencién puede por lo tanto
considerarse como el suministro de un tratamiento alternativo para el dafo articular usando otro

anticuerpo 2H7 humanizado.

La solucién propuesta en la reivindicacién 15 de la presente solicitud no puede considerarse que
comprende un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT) por las siguientes razones: ¢l uso de un
anticuerpo 2H7 humanizado alternativo es simplemente una de varias posibilidades claras obvias
para la persona versada. El uso del anticuerpo de la rejvindicacién 15 sé6lo podria considerarse como
inventivo, si presenta efectos o propiedades inesperadas en comparacién con los anticuerpos anti-
CD10 usados en la técnica anterior. Sin embargo, no se indican dichos efectos o propiedades en la
solicitud. Por lo tanto, no esta presente el nivel inventive en la materia objeto de la reivindicacién 15.
Lo mismo aplica a las reivindicaciones 16-17, 71-73 y 110-112 que no cumplen con los requerimientos
del Articulo 33(3) PCT.

Las reivindicaciones dependientes 22 & 98, relacionadas con la administracion subcutdnea del
anticuerpo CD20, y las reivindicaciones 86-87 relacionadas con el cronograma de retratamiento caen
dentro del conocimiento y habilidad de la persona versada y podrian considerarse anicamente como
inventivas si se mostrara que un efecto inesperado estd asociade con los métodos reivindicados. Por

lo tanto, las reivindicaciones 22 & 98, 85-87 cumplen con el requerimiento del Articulo 33(3) PCT.

Las reivindicaciones 99-110 se relacionan con un método para monitorear el tratamiento del dafio
articular midiendo por radiografia después de al menos 52 semanas después del tratamiento y
comparacion frente a la linea de base antes del tratamiento. Difieren de D5 que revelan la evaluacion
con puntaje radiografico Sharp llevado a cabo en la semana 24 incluyendo y maés alld en que la

radiografia se lleva a cabo después de al menos 52 semanas.

El problema que hay que resolver puede considerarse como el suministro de un tiempo alternativo

para monitorear ¢l tratamicnto del dafio articular por radiografia.

Puesto que no se muestra ningtn efecto inesperado particular asociado con la evaluacién despuds de
al menos 52 semanas segln se compard con la técnica anterior (evaluacién a las 24 semanas) se

considera que la solucién propuesta es una escogencia arbitraria que no requiere habilidades

" inventivas. Por las mismas razones, la reivindicacién 100 no es inventiva.
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5 APLICABILIDAD INDUSTRIAL
Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 1-61, 67-100, 104-112 sobre la pregunta de si son
industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados Contratantes del PCT. La
patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como aplicable industrialmente la materia objeto de las reivindicaciones en
cuanto al uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero puede permiitir, sin embargo,
reivindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en el tratamiento médico vy el uso de

dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.
Re Item VI Ciertos documentos citados

. Hibble: “Artritis Reumatoidea - MabThera proporciona beneficios duraderos” MEDICAL NEWS
TODAY, {Online] 21 de noviembre de 2005 (2005-11-21), paginas 1-2, XP002425335.
Bathon: “Tratamientos para la artritis reumatoidea” The john Hopkins Arfritis Center, 2005
American College of Rheumatology, [Online] - 17 de noviembre de 2005 (2005-11-17) paginas 1-12,
XP002425337.

6 La presente opinién se basa en el supuesto de que todas las reivindicaciones disfrutan una prioridad
vélida. Si el examen posterior de los documentos de prioridad revela que la reivindicacion de
prioridad no es valida, entonces los documentos Hibble (XP002425335, 21-112005) y Bathon et al.
(American College of Rheumatology, 17-11-2005, Abstract 1830, 1917 & 1922) se consideraria como

relevante.
7 Re Item VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

7.1 Las reivindicaciones 65-66 & 101-103 contradicen los requerimientos de la Regla 6.3 PCT y los
Lineamientos, CI1I, 2.1. (Instrucciones para tratar” no son consideradas como caracteristicas técnicas
de la reivindicaciéon de producto. Por consiguiente, dichas instrucciones no pueden ser usadas para

establecer novedad y/o nivel inventivo sobre la técnica anterior.

7.2 En las reivindicaciones 28-31, 33-35, 78-81 se reivindica la dosis del anticuerpo anti-CD20. Sin
embargo, no es claro si esta dosis se refiere a la cantidad total del anticuerpo administrado durante
todo el tratamiento o por inyeccion/ciclo de terapia. Por lo tanto, las reivindicaciones 28-31, 33-35,
78-81 no cumplen con los requerimientos del Articulo 6 PCT.

1.3 Los términos “otra molécula™ (reivindicacion 27), “segundo medicamento (reivindicaciones 38, 39,

Forma PCT/1SA /237 (Hloju separada) (Huja 7) (EPO - Abril de 2006)
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91, 92, 102), “un agente inmunosupresor” (reivindicacion 40, 77) son vagos y confusos y dejan al
lector en duda en cuanto al significado de las caracteristicas técnicas a las que se refieren, por lo tanto
haciendo que la definicion de la materia objeto de dichas reivindicaciones sea confusa, Articulo 6

PCT.
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Se informa que los trabajos citados de la literatura que no es d

patentes tal como documentos cientificos o técnicos o semejantes
pueden estar sujetos a proteccion de propiedad intelectual y/o otra
proteccion de trabajos escritos segln sea apropiado con base n las
leyes pertinentes. Los textos de propiedad intelectual no pueden ser
copiados o usados en otras publicaciones electrénicas o impresas o
redistribuidos sin el permiso expreso del propietario de la propiedad

intelectual.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS200680442390

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
the international application in the language In which it was filed

[0 a wanslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nuclectide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary 1o the claimed invention, this opinion has besn established on the basis of:

a. type of material:
& asequence fisting
0 tabla(s) related to the sequence listing
b. format of material:
on paper
& in electronic form
¢. time of filingfurnishing:
& contalned in the international application as filed.
& filed togather with the international application in electronic form.
O turnished subsequently to this Authority for the pusposes of search.

3. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thersto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished,

4. Additional comments:

Box No. Il Priority

1. @ The validity of the priority claim has not been considered because the International Seatching Authority
doas not have in its possession & copy of the earfier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that eariler application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimed dus to the fact that the priority claim
has been found invalid {Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above Is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

Farm PCTASA/ 237 (April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2006/044290

Box No. Il Non-establishment of opinian with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whethar tha claimed invention appsaars to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicab'e have not been examined in respect of

O the entirs international application

claims Nos. 1-64, 67-100, 104-112

because:

(3 the said international application, or the said claims Nos. 1-64, 67-100, 104-112 with respect o industrial
applicability relate to the following subject matter which doss not require an international search (spacify):

separate s |

O the description, claims or drawings {indicate particular eflements below) cr said claims Nos.  are so unclear
that no meaningfut opinion could be farmed (specify).

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

O

no International search report has been astablished for the whaole application or for said claims Nos.

O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard providad for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the international Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O tfurnish a sequence fisting In electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptabils to it.

[J pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rulas 13tar.1(a) or (D).

0 a meaningful opinion could not be formed without the tabies related to the sequance listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements proviged for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables wera not
available to the International Searching Authority in & form and manner accepiabls to it.

O the tables refated to the nucleotide andor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative nstructions.

1 See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)
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Box No. V' Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicability; citations and explanationa supporting such staiement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 15-17, 22, 71-73, 85-87, ©8-100, 110-112
No: Claims 1-14 18-21, 23-70, 74-84, 88-97. 101-109
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-142
Industrial applicability (IA) Yes; Claims 65-66, 101-103

No: Claims

2. Ciiations and explanations

see separate sheet

Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

see separate sheet

Form PCTASAS237 (Apri 2003)
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Re [tem lll Non-establishment f opinlon with regard to novelty, inventive step and
industrial applicability

1 Claims 1-61, 67-100, 104-112 relate to subject-matter considered by this Authority to
be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(l) PCT)

Re Item V Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statement

2 Reference is made to the following documents:
D1: Prothereo et al: "Remission of Inflammatory Arthropathy in Association with Anti-
CD20 Therapy for Non-Hodgkin's Lymphoma” Rheumatology, vol. 38, no. 11, 1999-11,
pages 1150-1152, XP000942661.
D2. WO02/22212,
D3: Edwards et al: "Sustained improvement in rheumatoid arthritis following a protocol
designed to deplete B Lymphocytes” Rheumatology, vol. 40, no. 2, 2001-02, pages 205-
211, XP002348931.
D4: Kneitz et al: "Improvement of refractory rheumatoid arthritis after depletion of B
cells." Scandinavian dournal of Rheumatology, vol. 33, no. 2, 2004, pages 82-86,
XP008076371,
D5: WO2005060999
D6: Genentech: "Phase Il Study Shows Rituxan Significantly Improves Symptoms in
Patients with Rheumatoid Arthritis Who Inadequately Responded to Anti-TNF Therapies”
Genentech Press-Release, 2005-04-05, pages 1-2, XP002425321.
D7: US2004/0202658
D8: Leandro et al: “Clinical outcome in 22 patients with rheumatoid arthritis treated with
B lymphocyte depletion” Annals of the Rheumatic Diseases, vol. 61, no. 10, 2002-10,
pages 883-888, XP002348932.
D9: De Vita et al: "Efficacy of selective B cell blockade in the treatment of rheumatoid
arthritis: evidence for a pathogenetic role of B cells” Arthritis and Rheumatism, vol. 46,
no. 8, 2002-08, pages 2029-2033, XP002306249.
D10: Maore et al: "A phase |l study of Rituximab in rheumatoid arthritis patients with
recurrent disease following haematopoietic stem cell transpiantation.” Bone Marrow
Transpiantation, vol. 34, no. 3, 2004-08, pages 241-247, XP002425324.
D11: Gottenberg et al: "Tolerance and short term efficacy of rituximab in 43 patients with
systemic autoimmune diseases." Annals of the Rheumatic Diseases, vol. 64, no. 6,
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2005-06, pages 913-920, XP002425325.

D12: Anonymous: "MabThera highly effective in treating rheumatoid arthritis” News-
medical.net, [Online] 9 June 2005 (2005-06-09}, pages 1-2, XP002425326.

D13: Higashida: "Safety and Efficacy of Rituximab in the Treatment of Refractory
Rheumatoid Arthritis. Session Type: Poster Session 139-1" BLOOD, vol. 102, no. 11,
2003-11-16, page 1, XP002425327.

D14: WO2004056312

D15; WQ2004091657

3  NOVELTY

3.1 Claims 1-81, 67-98, 104-112 refer to a method of treating joint damage comprising
radiographic evaluation of the treatment. However, the method of evaluation of a therapy
by radiography at certain time point is not a technical feature of the method of treatment.
Therefore it cannot be taken into account for establishing novelty and inventive step of
said method of treatment. The same applies for claims 62-64, 99-100, which refer to a
method of radiographic evaluation of a joint damage comprising a method of treating
joint damage.

3.2 Document D1 discloses the use 700mg of Rituximab (MabThera) in weekly infusions to
treat joint damage (arthropathy) in a patient suffering also form non-Hodgkin's
lymphoma. The patient also took diclofenac briefly at the time of antibody therapy (Case
history) but no anti-rheumatic agents. Foot and radiographs showed early erosions of
metatarsophalangeal joint and one ulnar styloid. The time of the radiography is not
disclosed. Thus, D1 destroys novelty of claims 1-13, 18, 19, 21, 23, 25, 29, 32, 33, 35,
37-44, 47-51, 53, 54, 58, 65-69, 74-76, 78-80, 84, 88, 91-94, 96, 101-102.

3.3 D2 discloses (exampie 1, claim 34) treatment of patients with clinical diagnosis of
rheumatoid arthritis (RA) with Rituximab (RITUXAN). The patients are optionally further
treated with any one or more agents employed for treating RA such as salicylate;
NSAIDs such as indomethacin, phenylbutazone, phenylacetic acid derivatives (e. g.
ibuprofen and fenoprofen), naphthalene acetic acids (naproxen), pyrrolealkanoic acid,
indoleacetic acids, halogenated anthranilic acid, piroxicam, zomepirac, diflunisal;
chloroquine; gold salts; penicillamine; or immunosuppressive agents such as
methotrexate or corticosteroids in dosages known for such drugs or reduced dosages.
Rituximab is administered intravenously according to any of the following dosing
schedules: (A) 50mg/m? [V day 1, 150 mg/n? IV on days 8, 15 & 22, (B) 150mg/n? IV
day 1, 375 mg/m? IV on days 8, 15 & 22, (C) 375 mg/m?*1V days 1, 8, 15 & 22. Thus, D2

Form PCTASA/237 {Separate Sheet} (Sheet 2) (EPC-April 2005)
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destroys novelty of claims 1-13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32, 33, 35-51, 65-69, 74-80, 82-
84, 88-97, 101.

3.4 D3 discloses treatment of five patients with RA not adeqguately controlled with previous
medication (table 1). Rituximab was administrated as four iv infusions on days 2, 8, 15
and 22 of 300, 600, 600 and 600mg respectively. Oral prednisolone was also
administrated on days 1-22 and 750mg cyclophosphamide on days 4 and 17 (page 208,
nght-hand column, § 2). The patients were assessed at the begin of treatment, at 3
months and then monthly. The treatment improved patients condition (Table 2) and all
patients reduced analgesic intake (page 207, left-hand column, § 2-4). Thus D3 destroys
novelty of claims 1-13, 18-21, 23, 26, 29, 32, 33, 35-36, 38-41, 43-50, 53, 65-69, 74-80,
82-84, 88-93, 96, 97, 101-102.

3.5 D4 discloses treatment of five patients with RA refractory to conventional therapy
including TNF-alpha (TNFa} blockers (page 82, right-hand column, § last to page 83, left-
hand column, § 1, Table 1). Treatment with corticosteroids or NSAID's was allowed
during the study. Patients received 375mg/m? Rituximab four iv infusions weekly and
methotrexate. Glucocorticoids were allowed at the beginning of the study (page 83, left-
hand column, § 2). Patients were observed for at least 44 weeks. The results provide
effective that Rituximab is safe and efficacious for treating RA patients resistant to a
variety of treatments including TNFa blockade (page 85, right-hand column, § last).
Thus, D4 destroys novelty of claims 1-13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32, 33, 35-45, 47-51,
53-60, 65-69, 74-75, 77-80, 82-84, 88-97, 101-108.

3.6 D5 discloses treatment of RA with Rituximab or humanized 2H7 (page 12, line 19-page
14, line 14, SEQ ID No 1 & 2) using a dosing regimen selected from four weekly
administrations of 375mg/m?, two administrations of 100mg on days 1 and 15 or 1g three
times. The patients may also receive methotrexate (10-25mg/week) together with a
corticostercid (methylprednisolone). Evaluation is performed with ACR20 response at
week 24 including Sharp radiographic score (example 1, claims 1-7). Thus D5 destroys
novelty of ¢claims 1-14, 18-21, 26-29, 32-44, 48-51, 62-64, 65-70, 74-76, 78-84, 88-94,
97, 101-103.

3.7 Ds discloses the REFLEX study consisting in the treatment of patients with active RA
who have had an inadequate response or were intolerant to prior treatment with one or
more anti TNF therapies. The patients received 1000mg Rituximab intravenously on
days 1 and 15, methotrexate and a two week course of corticosteroids. Evaluation was
performed using ACR20 at week 24. Thus, it anticipates the subject-matter of claims 1-

Form PCTRSA/237 (Separale Shoet) (Sheet 3) (EPG-April 2005
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13, 18-21, 23, 26, 28, 29, 32-44, 48-51, 58-61, 65-69, 74-84, 88-97, 101-108.

3.8 D7 discloses (example 1) the treatment of patients with active RA who have had an
inadequate response to one or more anti TNF therapies (etanercept, infliximab and/or
adalimumab) with an anti CD20 antibody. Radiographic evidence of at least one joint
erosicn attributable to RA. Rituximab or 2H7v16 are used, 1000mg iv on days 10 and
15 or 375mg/m? iv weekly for 4 weeks. Concomitant methotrexate therapy (25mg/week)
and corticosteroid consisting in methylprednisolone. Evaluation with ACR20 and Sharp
radiographic score at week 24. Thus, D7 destroys novelty of claims 1-14, 18-20, 23, 26,
28-29, 32-42, 48-51, 59-70, 74-84, 88-94, 97, 101-109.

3.9 D8 discloses the treatment of 22 patients having active RA who have had an inadequate
response to standard disease modifying anti rheumatic drugs (DMARDs) with various
combinations of Rituximab, cyclophosphamide and prednisolone (Table 1). Two patients
were rheumatoid factor negative (table 1, patients 8 & 20). All patients used NSAID or
analgesics as needed. Patients (patients number 2, 6, 7, 10, 12} were retreated either
following relapse or if a reduced protocol failed (Table 2). Thus, it destroys novelty of
claims 1-13, 18-21, 23, 25, 26, 28-40, 44, 47-50, 52-53, 65-69, 74-84, 88-93, 95-97, 101-
102.

3.10 D9 discloses the treatment of patients having active RA and inadequate response to
immunosuppressive therapy including anti TNFa (table 1). Rituximab therapy consisted
in 4 weekly intravenous infusions of 375 mg/m? of Rituximab with low dose steroids or
NSAIDs (Table 1). Evaluation included radiographs (page 2032, left-hand column, §
last). Thus, it destroys novelty of claims 1-13, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-33, 35-43, 47-50,
52-55, 58-59, 65-69, 74-80, 82-84, 88-93, 95-97, 101-102, 104-108.

3.11 D10 discloses the treatment of patients (RF positive and negative) having active RA who
have had haematopoietic stem cell transplantation with 2x1g iv Rituximab 2 weeks apart
(page 242, left-hand column, § 2). Patients remained con prednisolone and DMARD
medication. Thus, it anticipates the subject-matter of claims 1-13, 18-21, 23, 27-41, 48-
50, 52, 53, 65-69, 74-76, 78-84, 88-93, 95-97, 101, 102.

3.12 D11 discloses treatment of patients with RA with 4x375mg/m?, 27x375mg/m? or
2x1000mg/m? Rituximab alone or in combination with methotrexate, methylprednisolone,
cyclophosphamide and/or hydroxychloroquine (table 1).Thus, D11 anticipates the
subject-matter of claims 1-13, 18-21, 23, 26, 28-43, 47-53, 59-61, 65-69, 74-84, 88-97,
101-108.
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3.13 D12 discloses treatment of patients with RA with 2 doses of Rituximab (MabThera) given
2 weeks apart (DANCER trial, page 1, § 2, 7) and treatment of patients with RA which
did not respond to prior treatment with anti TNFa therapy. Thus, it destroys novelty of
claims 1-13, 18-21, 23-26, 28-61, 65-69, 74-84, 88-98, 101-108.

3.14 D13 discloses treatment of patients with RA refractory to multiple previous treatments
including DMARD and anti TNF agents. Rituximab was given at a total dose of 100mg
during week 1, followed by 375mg/m? at week 2 and 500mg/@ at weeks 3 and 4
patients continued their baseline therapy (DMARD and/or steroids). Thus it anticipates
the subject-matter of claims 1-13, 18-21, 26, 28, 29, 32-41, 59, 65-69, 74-84, 88-93, 97,
101-102, 104-108.

3.15 D14 discloses the humanized antibody 2H7.v16 (examples 5 & 6) and its use, two iv
infusions on days 1 and 15 to treat severe rheumatoid arthritis in combination with
methotrexate. Patients received methotrexate 10-25mg weekly for at least 12 weeks
prior the study, oral prednisone and NSAIDs. Use of escalating doses of 2H7.v16 from
10mgto 1g.Thus, it destroys novelty of claims 1-14, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-42, 48-51,
54-58, 65-70, 73-76, 78-84, 89-94, 97, 101-103.

3.16 D15 discloses (example 1) therapy of patients with RA refractory to anti TNF therapy
using an anti CD20 antibody selected from Rituximab or humanized 2H7.v16. Patients
receive either 100mg iv of the anti CD20 antibody on days 1 and 15 or 375mg/m? iv
weekly for 4 weeks. They may also receive methotrexate (10-25mg/week)} and
corticosteroids. Thus, D15 destroys novelty of claims 1-14, 18-21, 23, 26, 28-29, 32-42,
48-51, 59-61, 65-70, 74-84, 89-94, 97, 101-109.

3.17 Inthe light of the available prior art claims 15-17, 22, 71-73, 85-87, 98-100, 110-112 are
new in the sense of Article 33(2) PCT.

4  INVENTIVE STEP

4.1 The document D5 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of claim
15, and discloses treatment of RA with Rituximab or humanized 2H7 (SEQID No 1 & 2)
using a dosing regimen selected from four weekly administrations of 375mg/m?, two
administrations of 100mg on days 1 and 15 or 1g 3 times. The patients may also receive
methotrexate {10-25mg/week) together with methylprednisolone. Alternatively any of the
documents D1-D15 disclosing therapy of joint damage using an anti CD20 antibody can

Form PCT/ISA237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005)

120



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING )
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/044290

be considered as the closest prior art.

4.2 The subject-matter of claim 15 differs from D5 in that a humanized 2H7 antibody with
different amino acid sequence is used. There is no effect associated with the difference.

4.3 The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as the
provision of an alternative treatment of joint damage using another humanized 2H7
antibody.

4.4 The solution proposed in claim 15 of the present application cannot be considered as
involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons: the use of an
alternative humanized 2H7 antibody is merely one of several straightforward possibilities
obvious to the skilled person. The use of the antibody of calim 15 could only be regarded
as inventive, if it presents unexpected effects or properties in comparison with the anti
CD20 antibodies used in the prior art. However, no such effects or properties are
indicated in the application. Hence, no inventive step is present in the subject-matter of
claim 15. The same applies to claims 16-17, 71-73 and 110-112 which are not meeting
the requirements of Article 33(3) PCT.

4.5 The dependent claims 22 & 98, relating to the subcutaneous administration of the anti
CD20 antibody, and claims 86-87 relating to the retreatment schedule fall within the
knowledge and ability of the skilled person and could only be considered as inventive if
an unexpected effect was shown to be associated with the claimed methods. Thus,
claims 22 & 98, 85-87 do not meet the requirement of Art. 33(3) PCT.

4.6 Claims 99-100 relate to a method of monitoring the treatment of joint damage by
measuring by radiography after at least 52 weeks after treatment and comparison versus
baseline cbtained before treatment. They differ from D5 disclosing evaluation with Sharp
radiographic score performed at week 24 including and beyond in that the radiography
is performed after at least 52 weeks.

4.7 The problem to be solved can be considered as the provision of an alternative time for
monitoring the treatment of joint damage by radiography.

4.8 Since not particular unexpected effect is shown to be associated with the evaluation after
at least 52 weeks as compared with the prior art (evaluation at 24 weeks) the proposed
solution is considered to be an arbitrary choice not requiring inventive skills. For the
same reasons claim 100 is not inventive.
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WRITTEN OPINION OF THE International appfication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/044290

5 INDUSTRIAL APPLICABILITY

For the assessment of the present claims 1-61, 67-100, 104-112 on the question
whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting
States. The patentability can aiso be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims
to a known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Re |tem Vi Certain documents cited

Hibble: "Rehaumatoid arthritis - MabThera provides lasting benefits” MEDICAL NEWS
TODAY, [Online] 21 November 2005 (2005-11-21), pages 1-2, XP0024253385.
Bathon: "Rheumatoid arthritis treatments” The John Hopkins Arthritis Center, 2005
American College of Rheumatology, [Online] - 17 November 2005 (2005-11-17) pages
1-12, XP002425337.

6 Present opinion is based in the assumption that all claims enjoy a valid priority. Should
later examination of the priority documents reveal that the priority claim is not valid, then
documents Hibble (XP002425335, 21-112005) and Bathon et al. (American College of
Rheumatology, 17-11-2003, Abstract 1830, 1917 & 1922) wouki be considered as
relevant.

~

Re item VII Certain defects in the international application

7.1 Claims 65-66 & 101-103 contravene the requirements of Rule 6.3 PCT and the
Guidelines, CllI, 2.1. "instructions for treating” are not regarded as technical features of
product claim. Consequently, said instructions cannot be used for establishing novelty
and/or inventive step over the prior art.

7.2 inclaims 28-31, 33-35, 78-81 the dose of the anti CD20 antibody is claimed. However
it is unclear if this dose refers to the total amount of the antibody administrated during
the entire treatment or per injsction/cycle of therapy. Thus claims 28-31, 33-35, 78-81
do not meet the requirements of Article 6 PCT.

7.8 The terms “another molecule (claim 27), “second medicament (claims 38, 39,91,

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 7) (EPO-Apiil 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/044290

International application No.

92,102), "an immuncsuppressive agent” (claim 40, 77) are vague and unclear and leave
the reader in doubt as to the meaning of the technical features to which they refer,

thereby rendering the definition of the subject-matter of said claims unclear, Article 6
PCT.
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METODO PARA TRATAR DANOS EN LAS ARTICULACIONES

RESUMEN-OBJETO ¥ FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan uncs métodos para tratar dafios en las
articulaciones en un sujeto elegible para el tratamiento, dgue
involucran administrar un antagonista gue se une a un marcador
de superficie de célula B, tal como el anticuerpo CB20, al
sujetc en una cantidad efectiva para retardar la pregresion del
dafic en la articulacidn, sequn lo medido por radiografia. Se
proporcionan  adicionalwente uncs  articulos  de elaboracidn

{itiles para tales métodos.
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plazo de la RA es pobre, aproximadamente S0% de los pacientes
experimentande una incapacidad funcional significativa en el
lapsc de 10 afles a partir del momente del diagndstico,
Keystone, Rheumatelogy, 44 (Supl. 2): iig-1i12 [(2005). La
expectativa de vwvida sze reduce en un promadio de 3-10 afios.
Alamanog v Rosog, supra. Log pacientes gon un alto titule de
facteor reumatoide {RF pox aus siglas en inglés)
{aproximadamente 280% de los pacientes) tisznen una enfermsdad
més agresiva (Bukhari v col., Arthritis Rheum. 46: 906-%12
(2002}, com un peor resultade a large plaze vy mortalidad
aumentada sobre aguélles de RF negative. Helicovaara v col.,
Ann. Rheum. Dis. S54: 811-814 (1995]].

La patagénesié de las enfermedades Sseag inflamatorias
crénicas, tales como RA, no estd tetalmente dilucidada. Tales
enfermedades estin acompafiadas por pérdida de hueso alrsdedor
de las articuiacianes afectadaz debido & una resoreidn
catecclastica incrementada. Este proceso es mediado
ampliamente por una produccidén local incrementada de citocinas
pro-inflamatorias. Teitelbaum, Science, 2Z89: 1504—1508 (2000 ;
Goldring v CGravallese, Arthritis Res. 21(1}: 32-37 (2000}.
Estas citocinas pueden actuar directamente sobre las células en
21 linaje de los osteoclastos o indirectamente afectande la
produccidn deal factor gsencial de diferenciacidn de
ceteoclastos, activador de receptor de ligando NF<B (RANKL), I
v/o su receptor de sefitelo soluble, ostecprotegerina (0OFG), por
célulae de ostechlastos/estromas.  Hossbhauer y ceol., J. Bone
Miner. Res. 18{1): 2-12 {(2000). TNF-alfa es un mediador wayor
de la inflamacidn, cuya importancia en la patogéneais de varias

formas ds pérdida de hueso =5 sopertada por diversas lineas de
3
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evidencia experimental y clinica (Feldmann vy col., Cell 8G6(3}:
A07-310 (1%%6)}. S8in embarge, INF-alfa no es esgencial para la
osteoclastogénegis  (Douni vy col., J. Inflamm. 47:  27-33
(1996)), la artritis erosiva (Campbell v col., J. Clin. Invest.
107(12%: 1519-1527 {2001)) u ostedlisis (Childs y col., J. Bone
Min. Reg. 16: 338-347 {2001)), ya que é&stas pueden oCUrrir en
augencia de TNF-alfa.

En RA, especificamente, se plensa gue una respuesta inmune
ey iniciada/perpetuada por uno o varicos antigenos ue se
presentan en el compartimients sineovial, preduciendo un influjo
de células inflamatorias agudas v linfecitos a la articulacidn.
Unae ondas sucesivas de inflamacifn conducen a la formacidn de
un tejide invasivo y erosivo llamade pannus. Esta contiene
macrdfagos Y sinoviocitos gimilares a fibroblastos
proliferantes que producen citocinas pro-inflamatorias tales
como &l facter alfa de negcrosgig tumoral (TWEF-alfa! =
interleucina-1  {IL-1). La liberacidn local de enzimas
protecliticas, wvarios mediadores inflamatorios y la activacidn
de eostecclagstos contribuyen a gran parte al dafio al tejido.
Hay una pérdida de cartilagoe articular y la formacidn de
erosiotes Oseas. Los tendenes v Saces circundantes pueden
verse afectados por el proceso inflamatorio. Finalmente, la
integridad de la estructura de la articulacidn ez comprometida,
produciends incapacidad.

Lag conkribucionss precisas  de  las célulaﬁ BE a2 la
inmunopatogénesié de la RA no estdn totalmente caracterizadas.
Sin embargo, hay varios mecanismes posibles mediante loz cuales

las células B pueden participar en el proceso de la enfermedad.



Silverman vy Carson, Arthritis Hes., Ther. 5, Bupl. 4: El-&
(2003} .

Histdricamente, se pensaba que las células B contribuian al
proceso de la enfermedad en RA predominantemente sirviendo como
los precursores de c¢é&lulas de producgicon de autcanticuerpos.
Varias especificidades e aufoanticusrpos han sido
identificadas, incluyendo anticuerpos al eoldgeno Tipo II, ¥y
proteoglicanos, agi como factores reumatoides. La generacidn
de grandes cantidades de anticuerpog cenduce a la forwmacidn de
complejos inmunes .y la activacidn de la cascada de complemento.
Esto, a su vez, amplifica la respuesta inmane y puede culminar
en lisis celular local. La sintesig de RF incrementada y el
consuma de complementoe han  sido  correlacionados con  la
actividad de la enfermedad. La presencia de RF propilamente
dicho es asociada con una forma mis severa de RA ¥y la presencia

de caracterigticas extra-articulares.

La evidencia reciente {Janeway y Kate, J. Immunol., 138:
1051  (1998); Rivera vy col., Int. Impupol., 13: 1583-1593
(2001} muestra cgue las células B  ason  unas  gélulas

predentadoras de antigenos (APC por sus siglas en inglés)
sumamente eficientes. Las células B RF-positivas pueden ser
unas APC particularmente potentez, ya gue su inminoglobulina
superficial permitiria rdpidamente la captura de cualesquiera
complejos inmunes independientemente. de los antigenos presentes
dentro de log  mismos. Muchos antigenocz pueden ser asi
procesados para su pregentacién a las células T. Ademas, se ha
sugerido recientemence gue esto también puede permitir que las

células B RF-positivas se auto-perpetiien. Edwards v col.,

Immunology, §7: 18B-1%6 {139%%).
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Para la activacién de las células T, dos sefiales necesitan
ser entregadas a la célula; una a través del receptor de célula
T (TCR por sus siglas en inglés), el cual reconoce al péptido
procesado en 1la presencia de un antigeno de complejo de
histocompatibilidad mayor (MHC por sus siglas en inglés), y una
segunda a través de moléculas co-estimuladoras. Cuando son
activadas, las células B expresan moléculas co-estimuladoras
sobre su superficie y pueden asi proporcionar la segunda sefial
para la activacién de células T y la generacién de células
efectoras.

"Las células B pueden promover su propia funcidén asi como
agquélla de otras células produciendo citocinas. Harris y col.,
Nat. Immunol., 1:475-482 (2000). TNF-alfa e IL-1, linfotoxina-
alfa, IL-6 e IL-10 estd&n entre aguéllas de las citocinas que
las células B pueden producir en la sinovia de RA.

Aungque la activacidén de las células T es considerada como
un componente clave en la patogénesis de RA, el trabajo
reciente usando explantaciones de sinovia humana en ratones con
trastornos de inmunodeficiencia combinada severa (SCID por sus
siglas en 1inglés) ha demostrado que la activacidn de las
células T y su retencidén dentro de 1la articulacién es
criticamente dependiente de la presencia de células B.
Takemura y col., J. Immunol., 167: 4710-4718 (2001). E1 papel
preciso de las células B en esto no es claro, ya que otras APC
no parecen tener el mismo efecto sobre las células T.

El dafio estructural a las articulaciones es una
congecuencia importante de la inflamacién sinovial crdnica.
Entre 60% y 95% de los pacientes con artritis reumatoide (RA)

desarrollan por lo menos una erosidn radicgréfica dentro de los
6
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3-8 afios desde el inicio de la enfermedad (Paulus y col., J.
Rheumatol., 23: 801-805 (1996)}; Hulsmans y col., Arthritis
Rheum. 43: 1927-1940 (2000)). En 1la RA temprana, la
correlaciédn entre las calificaciones de dafios radiograficos vy
la capacidad funcional es débil, pero después de 8 aflos de
enfermedad, los coeficientes de correlacidn puede llegar a ser
de hasta 0,68 {Scott y col., Rheumatology, 39: 122-132 (2000}).
En 1.007 pacientes de edad inferior a 60 afios que tenian RA por
al menos cuatro afios, Wolfe y col. (Arthritis Rheum. 43, Supl.
9: 5403 (2000)) encontraron una asociacidn significativa entre
la tasa de progresidén de la calificacidén de dario radiogréafico
de Larsen (Larsen y c¢ol., Acta Radiol. Diagn. 18: 481-491
(1977}}, el aumento de la condicidn de incapacidad en el seguro
social, y la disminucién del ingreso familiar.

La prevencidn o el retardo del dafio radiografico es una de
las metas del tratamiento de RA (Edmonds y col., Arthritis
Rheum. 36: 336-340 (1993)). VUnos enéayos clinicos controladoeos
de 6 a 12 meses de duracidn han documentado que la progresidn
de las calificaciones de dafios radiogréficos fue més répida en
el grupo de placebo que en 1los grupos gque recibieron
metotrexato (MTX) (Sharp y col., Arthritis Rheum. 43: 495-505
(2000)), leflunomida (Sharp y col., supra), sulfasalazina (SSZ}
(Sharp y col., supra), prednisolcna (Kirwan y col., N. Engl. J.
Med., 333: 142-146 (1995); Wassenburg y col., Arthritis Rheum,
42: Supl. 9: 85243 (199%9)), antagonista de receptor de
interleucina-1 ({Bresnihan y col., Arthritis Rheum., 41: 2196-
2204 (1998)), o una combinacién de infliximab/MTX (Lipsky vy
col., N. Eng. J. Med., 343: 1594-1604 (2000}), y Qque 1la

progresidn radiografica después del tratamiento con etanercept

7
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fue menos répida que después del tratamiento con MTX (Bathon y
col., N. Engl. J. Med., 343: 1586-15%3 (2000)). Otros estudios
han calificado la progresién radiografica en pacientes tratados
con corticosteroides (Comité Conjunto  del Concejo de
Investigacidn Médica y la Fundacién Nuffield, Ann. Rheum. Dis.
19: 331-337 (1960); Van Everdingen y col., Ann. Intern. Med.,
136: 1-12 {(2002)), <ciclosporina A (Pasero y <col., J.
Rheumatol., 24: 2113-2118 (1997); Forre, Arthritis Rheum., 37:
1506-1512 {1994)), MTX versus azatioprina (Jeurissen y col.,
Ann. Intern. Med., 114: 999-1004 (1991})), MTX wversus auranofina
(Weinblatt y col., Arthritis Rheum., 36: 613-61% (1993})), MTX
(meta-analisis) (Alarcdédn y col., J. Rheumatol., 19: 1868-1873
(1992)), hidroxicloroquina (HCQ) versus SSZ (Van der Heijde y
col., Lancet, 1: 1036-1038), SSZ {(Hannonen y col., Arthritis
Rheum. 36: 1501-1509 (1993)), la combinacidén COBRA
(Combinatietherapei Bij Reumatoide Artritis) de prednisolona,
MTX y SSZ (Boers y col., Lancet, 350: 309-318 (1997); Landewe Yy
col., Arthritis Rheum., 46: 347-356 (2002)), combinaciones de
MTX, SSZ y HCQ {(O'Dell y col., N. Engl. J. Med., 334: 1287-1291
{1956); Mottonen y col., Lancet, 353: 1568-1573 (1999)), la
combinacién de ciclofosfamida, azatioprina y HCQ (Csuka y col.,
JAMA, 255: 2115-2119 (1986)), vy la combinacidén de adalimumab
con MTX (Keystone y col., Arthritis Rheum., 46 Supl. 9: S205
(2002)) .

La Direccidén de Alimentos y Medicinas (FDA por sus siglas
en inglés) ha aprobado ahora unas reivindicaciones calificadas
de que ciertas medicaciones, por ejemplo leflunomida,
etanercept e infliximab, retardan la progresién del dafio

radiogrdfico de 1las articulaciones. Estas reivindicaciones
o .

131



estan basadas en las diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de progresidén observadas entre
grupos de tratamiento y grupos de control asignados al azar.
Sin embargo, las tasas de progresidén en log individuos dentro
de los grupos de tratamiento y control se superponen en alto
grado; por lo tanto, a pesar de las diferencias significativas
entre los grupos de tratamiento, estos datos no pueden ser
usados para estimar la probabilidad de que un paciente que esté
comenzando un tratamiento tendrd un resultado favorable con
regspecto a la progresién del dafio radiogrdfico. Varios métodos
han sido sugeridos para categorizar radiografias pareadas de
pacientes individuales como no progresivas, por ejemplo
calificaciones de dafioc de 0 en ambos puntos en el tiempo,
ningin aumento en las calificaciones de dario, ninguna
articulacién nueva con erosiones, y un cambio en la
calificacién que no excede la menor diferencia detectable (es
decir, intervalo de confianza de 95% para la diferencia entre
lecturas repetidas de la misma radiografia) (Lassere y col., J.
Rheumatol., 26: 731-739 (1999)).

La determinacién de gque haya habido un dafic estructural
incrementado en un paciente individual durante el intervalo
entre radiografias pareadas obtenidas al comienzo y al final de
un ensayo clinico de 6 a 12 meses ha sido dificil, por diversas
razones. La tasa de dafio radiogrdfico no es uniforme dentro de
una poblacién de pacientes con RA; unos pocos pacientes pueden
tener un dafio que progresa répidamente, pero mucho pueden tener
poca 6 ninguna brogresién, especialmente si el intervalo de
tiempo es relativamente corto. Los métodos para calificar el

dafio radiografico, por ejemplo Sharp (Sharp y c¢ol., Arthritis
9
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Rheum., 14: 706-720 (1971); Sharp y col., Arthritis Rheum., 28:

1326-1335 (1985)), Larsen (Larsen y col., Acta Radiol. Diagn.,
18: 481-491 (1977)), y modificaciones de estos métodos {(Van der
Heijde, J. Rheumatol., 27: 261-263 (2000)), dependen del juicio

y la interpretacién del lector con respecto a si una
interrupcidén aparente de la placa cortical subcondral es real,
o si una disminucién en la distancia entre las cortezas sobre
los lados opuestos de una articulacién es real o es debida a un
ligero cambio en la posicidn de la articulacidén con relacidn a
la pelicula y el haz radiogrdfico, a un cambio en la exposicidn
radiogrdfica o a algiin otro factor técnico.

Por lo tanto, la calificacién registrada es una
aproximacién del dafio real y, para muchos sujetos, la menor
diferencia detectable entre calificaciones repetidas de las
mismas radiografias es mAs grande que el cambio real que ha
ocurrido durante el intervalo entre las radiografias de linea
de base y final. Si el lector no se percata de la secuencia
temporal de 1las peliculas, estos errores de calificacidn
inevitables pueden ser en cualquier direccidn, conduciendo a un
nsanado" aparente cuando la calificacidédn disminuye o© a una
progresidén rapida aparente cuando el error de lectura aumenta
la diferencia entre las peliculas. Cuando el estudio involucra
una poblacién suficientemente grande de pacientes que han sido
asignados al azar para recibir un tratamiento efectivo en
comparacién con placebo, los errores de lectura positivos y
negativos se compensan, y unas diferencias pequefias pero reales
entre los grupos de tratamiento pueden ser detectadas.

La imprecisién de las medidas clinicas que son usadas para

cuantificar la actividad de la enfermedad de RA ha causado un
10
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problema similar; las diferencias estadisticamente
significativas entre ciertas medidas de resultados de ensayos
clinicos no fueron Gtiles para estimar la probabilidad de
mejoria para un individuo que estaba comenzando el tratamiento
(Paulus y col., Arthritis Rheum., 33: 477-484 (1990) ). La
atribucién de una mejoria individual se hizo practica con la
creacién de los criterios compuestos de 20% del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR por sus siglas en inglés) para
la mejoria (ACR20), los cuales designaban a un paciente como
mejorado si habia un 20% de mejoria en los conteos de
articulaciones sensibles e hinchadas y un 20% de mejoria en por
lo menog 3 de 5 medidas adicionales (dolor, funcidén fisica,
evaluacién de salud general por el paciente, evaluacidn de
salud general por el médico y niveles reactives de fase aguda)
(Felson y col., Arthritis Rheum., 38: 727-735 (1995)). Todas
estas medidas tienen grandes valores para la menor diferencia
detectable, pero al requerir la mejora simulténea en 5 de los 7
agpectos del mismo proceso (actividad de la enfermedad}, la
aleatoriedad de los 7 errores de medicidn es restringida y es
mas facil atribuir una mejora real al individuo.

En 1la RA, el daflo en la articulacidén es una caracteristica
prominente. Los parametros radioldgicos de la destruccidn de
la articulacién son observados como una medida clave del
regultado en las descripciones del resultado de la enfermedad.
En la reunién reciente de consenso de OMERACT (siglas en inglés
para las Medidas de Resultados en Ensayos Clinicos de
Reumatologia), la radiologia fue seleccionada como parte del
conjunto esencial de medidas de resultados para los estudios de

observacién longitudinal (Wolfe y col., Arthritis Rheum., 41
11
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Supl. 9: S204 (1998) resumen). La radiologia es también parte
del conjunto esencial de medidas requerido por la OMS/ILAR
(Organizacidn Mﬁndial de la Salud/Liga Internacional de
Asociaciones para Reumatologia) para los ensayos clinicos a
largo plazo (Tugwell y Boers, J. Rheumatol., 20: 528-530
(1993)) .

Los datos disponibles sobre el resultado del dafic
radioldgico en RA han sido obtenidos en estudios tanto a corto
plazo como a largo plazo. En los estudios a corte plaze de
pacientes con RA con enfermedad de inicio reciente, las
radiografias obtenidas cada 6 meses mostraron que, después una
progresidén rapida .inicial, hubo disminucién de la tasa de
progresidén del dafio radiclégico en las manos y los pies después
de 2-3 afics (Van der Heijde y col., Arthritis Rheum., 25: 26-34
(1992); Fex y col., Br. J. Rheumatol., 35: 1106-1055 (1996)).
En estudios a largo plazo con radiografias tomadas con menos
frecuencia, se encontrd una tasa constante de progresidn, con
deterioro implacable del dafio hasta 25 afics de duracidén de la
enfermedad (Wolfe vy Sharp, Arthritis Rheum., 41: 1571-1582
{1998) ; Graudal y col., Arthritis Rheum., 41: 1470-1480 (1998);
Plant y col., J. Rheumatol., 25: 417-426 (1998); Kaarela vy
Kautiainen, J. Rheumatol., 24: 1285-1287 (1997)). No estéa
claro 8i estas diferencias en el patrén de progresidn
radiografico son debidas a diferencias en las técnicas de
calificacibn.

Los sistemas de calificacién usados difieren en el numero
de articulaciones que estén siendo calificadas, la presencia de
calificaciones independientes para erosiones {ERO) Y

estrechamiento del espacio de las articulaciones (JSN por sus

12
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siglas en inglés), la madxima calificacién por articulacidn, y
la ponderacién de una anomalia radioldgica. Hasta ahora, no
hay consenso sobre el método de calificacién de preferencia.
Durante los primeros 3 afios de seguimiento en un estudio de
grupo de pacientes con artritis temprana, se encontré que JSN y
ERO diferian en su contribucidén a la progresidén medida en el
dafio radioldgico de las manos y los pies {(Van der Heijde y
col., Arthritis Rheum., 35: 26-34 (1992)). Adicicnalmente, se
encontrd que los métodos que califican independientemente ERO Yy
JSN, tales como las calificaciones Sharp y Kellgren, eran mas
sensibles a los cambios en la RA temprana que los métodos que
usan una medida general, tales como la calificacién de Larsen
(Plant y col., J. Rheumatol., 21: 1808-1813 (1994); Cuchacovich
v col., Arthritis Rheum., 35: 736-739 (1992})). La calificacidén
de Sharp es un método de mano de obra muy intensa (Van der
Heijde, Baillieres Clin. Rheumatol., 10: 435-533 (1996}). En
la RA tardia o destructiva, se encontrdé que los métodos de
Sharp y Larsen proporcionaban una informacién similar. Sin
embargo, la sensibilidad al cambio de los varios métodos de
calificacidén tarde en la enfermedad adn no ha sido investigada
y se puede argumentar que los métodos de calificacidn que miden
independientemente ERO y JSN proporcionan informacién atil
(Pincus y col., J. Rheumatol., 24: 2106-2122 (1897)). Véasge
también Drossaers-Bakker y col., Arthritis Rheum., 43: 1465-
1472 (2000), que compararon los tres sistemas ae calificacidn
radiolégica para la evaluacidén a largo plazo de RA.

Paulus y col., Arthritis Rheum., 50: 1083-1096 (2004)
clasificaron el dafio radiogrdfico de las articulaciones como

progresivo o no progresivo en individuos con RA  que
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participaron en ensayos clinicos, y concluyeron que el dafio a
las articulaciones por RA en un grupo de observacién puede ser
clasificado como progresivo © no progresivo con el uso de una
definicién compuesta gque incluye un namero de medidas
imprecisas y relacionadas, pero distintas, de dafio estructural
a la articulacidén. Parece que en el ménejo clinico diario de
un paciente de RA, un cambio de intervalo entre un par de
radiografias de por lo menos cinco unidades de calificacidn de
dafio radiografico de Sharp debe estar presente antes de que se
considere que el cambio estructural es real y se use como la
base para una decisidén de tratamiento.

Durante los ultimos 10 anos ha habido unos avances mayores
en el tratamiento de RA. El uso en combinacidédn de medicamentos
anti-reumdticos modificadores de la enfermedad ({(DMARD por sus
siglas en inglés), junto con nuevos agentes bioldgicos, ha
proporciconado unos niveles superiores de eficacia en una mayor
proporcidén de pacientes, mientras que el diagndstico vy
tratamiento temprano de la enfermedad también ha mejorado los
resultados.

El etanercept es una proteina de fusidn totalmente
humana que inhibe el factor de necrosis tumoral (TNF) y la
cascada de citocina inflamatoria subsiguiente. Se ha mostrado
gue el etanercept es seguro y efective en la reduccidn rapida
de la actividad de la enfermedad en adultos con RA y en el
mantenimiento de esa mejoria (Bathon y col., N. Eng. J. Med.,
343: 1586-1593 (2000); Moreland y col., N. Engl. J. Med., 337:
141-147 (1997); Moreland y col., Ann. Intern. Med., 130: 478-
486 (1999); Weinblatt y col., N. Engl. J. Med., 340: 253-258

{1999); Moreland y col., J. Rheumatol., 28: 1238-1244 (2001)).
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Es igualmente efective en los nifiocs con  RA juvenil
poliarticular (Lovell y col., N. Engl., J. Med., 342: 763-76%
(200000 . El etanercept ha sido aprobado para ser usade come
monoterapia, asi como en terapia de combinacién con MTX, para
el tratamiento de RA.

La pérdida de funcién y el cambic radicgrafico ocurren de
manera temprana en el curse de la enfermedad. Estos cambiog
puaden ger retardados o prevenidos con el uso de ciertos DMARD.
Aungue varios DMARD son inicialmente clinicamente efectives vy
bien teoleradocs, muchos de estos medicamento= se hacen menos
efectivoe o exhikben una toxicidad aumentada con el tiempo. En
base a su eficacia v tolerabilidad, =1 MTX se ha convertido en
la terapia estidndar por la cual otros tratamientos son medidos
(Bathem v col., N. Eng. J. Med., 343: 1586-1593 (2000); Albert
v col., J. Rheumatol., 27: 644-852 (200007 .

Unoa estudios © recientes han examinado la progresidn
radiografica en pacientes con RA de etapa tardia gue han tomade
leflunomida, MTX o placebo (3trand y cel., Arch. Intern. Med.,
159;: 2542-2580 (15%%}} asl como pacientes gue han tomado
infliximabk was MTY o© placebo mds MTX despuss de uha respussta
parcial al MTX ({Lipsky y col., N, Engl. J. Med., 343: 1584-1g02
(2000) ; Maini vy col, Lancet, 354: 1932-1935 (1999)). .En 2l
primer afic del ensayc de ERA (RA temprana) de Enbrel, se mostrd
que el etanercept era significativamente mis efective que el
MTX en la mejora de los signos v sintomas de la enfermedad y en
la inhibicidén de la progresgién radiocgrafica (Bathon y col., N.
Eng. J. Med., 343: 1586-1593 {2000]). Genovese et al.,
Arthritis Rheum. 46: 1443-1450 (2002) reportan unos resultados

del segundo afio del estudio, concluyendo que el gtanercept como
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monoterapia era segurc y superior al MTX en la reduccidn de la
actividad de la enfermedad, la detencidén del dafio estructural,
y la disminucidén de la incapacidad durante 2 afios en pacientes
con RA temprana y agresiva.
2Adicionalmente, la reduccidn en la progresidn radiografica
en las manos y los pies fue observada en pacientes con artritis
reumatoide temprana después de recibir infliximab en
combinacién con metotrexato (Van der Heijde y c¢ol., Annals
Rheumatic Diseases 64: 418-419 (2005)). Los pacientes con
artritis reumatoide temprana lograron una mejoria clinica
significativa y sostenida en la funcidén fisica después del
tratamiento con infliximab (Smclen y col., Annals Rheumatic
Diseases 64: 418 (2005)). El efecto del infliximab y el
metotrexato sobre la progresidén radiografica en pacientes con
artritis reumatoide temprana es reportado en Van der Heijde vy
col., Annals Rheumatic Diseases 64: 417 (2005). El tratamiento
con infliximab en pacientes con espondilitis anquilosante
conduce a unos- - cambios en los marcadores de cambio de
inflamacién y hueso asociados <con 1la eficacia «c¢linica
(visvanathan et al., Annals Rheumatic Diseases 64: 31% (2005)).
El efecto de la terapia con infliximab sobre la densidad
mineral &sea en pacientes con espondilitis anquilosante (AS por
sus siglas en inglés) gue resulta de un ensayo distribuido
aleatoriamente, controlado por placebo llamado ASSERT es
reportado por Van der Heijde y col., Annals Rheumatic Diseéases
64: 319 (2005). Se encontrd que el infliximab mejora la fatiga
y el dolor en pacientes con AS, en resultados del ASSERT (Van
der Heijde y col., Annals Rheumatic Diseases 64: 318-319

(2008} ). Adicionalmente, 1la eficacia y la seguridad del
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infliximab en pacientes con AS como un resultado del ASSERT =on
descritos par Van der Heljde y col., Arthritis Rheum. 5:582-591
{2005). Log autores concluyen gque 21 infliximab fue bkien
tolerade y efective en un gran grupe de pacientes Cconl AS
durante un periode de estudic de 24 semanas. Ademas, el efecto
de la terapia c¢on infliximab scgbre la inflamacidn espinal fue
evaluadoe por imaginologia de resconancia magnética en Ul ensayo
distribuide aleatoriamente, controlado por plagcebe de 279
pacientes con &S (¥an der  Heijde y col., Annals Rheumatic
Diseases &4: 317 {2005)). ©La feorma en la cual el efecto del
tratamiento scbre la progresidn radiografica espinal  en
pacientes con AS deberia ser medida es encarada por Van der
Heijde v col., Arthritis Rheum. 52; 1875-1985 (200%5).

Los resultades de les andliziz radiograficeos del ensavoe
controlads  multinacicnal de artritis por soriasis C O
infliximak [(IMPACT por 2us siglas en inglés) después de un ano
son reportados por Antoni v col., Annals Rheumatic Diseases 64:
107 {2005} . La evidencia del beneficio radiogrédfico del
tratamiente con infliximab wm&s MTX en pacientes con artritis
reumatoide que no tenian mejoria clinica, con un subandlisis
detallads de los datos del ensayo de factor de necrosis tumoral
en artrifis reumatoide con estudio de terapia concomitante, es
reportado por Smeolen y col., Arthritis Rheum. 52: 1020-1030
{2005} . La progresidén radicgrafica segin lo medido poxr el
cambio promedic en la calificacidén de Sharp/Van der Heijde
modificada fue mucho mayor en pacientes gue recibisron MTX mas
placebo que en pacientes gque recibieron infliximab mds MTX.
Los autores concluyen gue, incluse en pacientes gin mejoria

clinica, el tratamientc con infliximad mies MIX proporclond un
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beneficio gignificative con respecto al proceso destructivo,
sugiriendo gue en tales paclentes estas 2 medidas de la
enfermedad estan azeparadas. La asociacidn entre el dafio
radiografico de linea de bage y la mejoria en la funoidn fiaica
después del tratamiente de pacientes Jque tienen artritis
reumatoide con infliximabk es degerite por Breedveld v col.,
Annals Rheumatic Diseases 64: 52-55 (2005} . El darno
estructural fue evaluade usande la wmodifigacidén de vVan der
Heijde de la calificacidn de Sharp. Uos autores concluyen que
un mayer dafio en la articulacidn en la linea de base estaba
asociade con una funcidn figica m3s pobre en la linea de hase v
una mejeria mener en la funcidn fisica despuéds del tratamiento,
subravande la importancia de la intervencién temprana para
retardar la progresidn de la deskruccidén de la articulacidn.
Anticusrpos CD20 vy Terapia con log Mismos

Los linf@citos‘ gon une de los muchos Bipos de glébulos
blancos preducidoz en la médula Ssea durante el proceso de
hematopoyesia., Existen dos poblaciones mayores de linfocitos:
linfocitozs B f(célulaa B) y linfocitas T (células T). Los
linfocitos de interés particular agui son las células B.

Laa ¢é&lulas B maduran con la médula Ssea ¥ saleﬁ de la
médula expresandc un anticuerpo de unidn a antigenc sobre =un
superficie celular. Cuando una célula B ingenua sncuentra por
primera vez el antigeno para el cual su anticuerpo unido a
membrana =5 eapecifico, la celula comienza a dividirse
rdpidamente y su progenie se diferencia en células B de memoria
v ¢células efectoras llamadas "c&lulas plasmiaticas”. Las
células B de memocria tiense un lapso de wvida mAs largo v

moncinfan expresande el anticuerpe unido a membrana con  la
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misma especificidad gque la célula madre original. Las células
plasmiricas no producen anticuerpe unido a membrana, sino que
producen en cambio =1 anticuerpo en una forma gue puede ser
secretada, Loz antlcusrpes sSecretados sen lag mayores
moléculas efectoraslde la inmunidad humoral.

El antigenc = CD20 {también 11aﬁado antigens de
diferenciacidn restringido a linfecitos B humancs, Bp35 o E1)
es una proteina de membrana integral glucosilada de cuatro
pases con un peso molecular de aproximadamente 35 kD localizada
en los linfocitos pre-B y B maduros. Valentine vy col,, J.
Biol. Chem., 264{1%):11282-11287 (1988) y Einfeld y ccl., EMBO
J.o74{3):711-717 (15988). El antigeno es también expresado sobrs
méas del 90% de linfomas no de Hodgkin (NHL por sus siglas en
inglés) de células B (Anderson y ceol., EBlood 63(6):1424-1433
(1284}, pero n&  es  encontradeo en ¢&lulas germinales
hematcpoyvéticas, células pro-B, células plasmaticas normales u
otroz tejidos normales (Tedder v col., J. Tmmunol. 138(2}:873-
@79 [1985)). D20 regula une o mds pascs previes en el procesc
de activagidn para la iniciacidén y diferenciacidn del cicle
celular (Tedder v coi., supra), v posiblemente funciona como un
canal de iaon calciﬁ. Tedder v col., J. (ell, Biochem. 14D:195
{1590} . CD20 experimenta fosforilacidn en cé€lulas B activadas
{Riley v BSliwkowski, Semin. Gncol., 27(12), 17-24 (2000}).
CD20 aparece sobre la superficie de los linfocitoz B en la
etapa pre-célula B y es encontrado sebre c¢élulas B maduras y de
memoria, pero no sobre gélulas plasmidticas (Stashenko vy col., J
Immunoel 1980; 125:1675-16585 {1980)); Clark ¥y Ledbetter, Adv,
Cancer Res. B2, B1-149 (1583} ;. D20 tiene actividad de canal

de calecio v puede tener un papel en el degarrclle de célulag B,
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La relacidn entre la lisis de las células B CD20" periféricas
in wvitre y la actividad de rituximab in vivo no es clara. El
rituxiﬁab muestra citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpe (ADCC por sus giglas en inglés) in vitre (Reff ¥
col., Blood 83:435—445 {19941 . Una peotente actividad
citotdxica dependiente de complementce {(CDC por =sus s=iglas =n
inglés) también ha sido observada para el rituximab sobre
c€lulas de linfoma ¥ lineas celulares {Reff y col., supra,
1994} v en ciertcs modelos de xenoinjerto de ratén (D Gaetano
v col,, J Immunol 171:1581-1587 (2003))]. Se ha mostrado gue
varios anticuerpos anti-Cb2e, incluyendo rituximab, inducen
apoptosis in vitro cuando son enlazados transversalmente por un
anticuerpn secundaric o por obtro medio (Ghetie v col., Proc
Natl Acad Sci. 94, 7509-7514 (1887)),

Dada la expresi::’::n de (D20 en loa linfomas de cé&lulas E,
este antigenc puede gervir come un candidato para "la =leccidn
opomo objetlive" de tales linfomas, En esencia, tal eleccidn
como  objetive puade ser generalizada como sigus: unos
anticuerpos especificos al antigeno superficial CD20¢ de células
B zon administrados a un pacienke. Estos anticue:pos anti-CD20
ge unen especificamente al antigens D20 de cé£lulas B normales
v malignas {de manera manifiestal, el anticuerpe unide al
antigeno superficial (D20 puede conducir a la destruccién v
deplecidén de células B neopliasicas. Adicionalmente, unos
agentes quimicos o marcadores radicactivos que tienen el
potencial de destruir €l tumor pueden ser conjugados con el
anticuerpo anti-CD20 de  tal moda gque el agente sea

especificamente “"entregade"™ a las células B neoplasiecas.

'Independientemente del enfogue, Una meta primaria ee destruir
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el tumor; el enfogue especifico puede ser determinado por el
anticuerpe anti-CD20 particular gue es utilizadeo vy, asi, los
enfogues disponibles para elegir como ohjetivo =1 antigeno CD20
pueden variar considerablemente.

El anticuerpo rituximab (RITUXAN®) es un anticuerpo
monoclonal murino/humane quimérice  disefiade  genseticamente
dirigide contra el antigeno {D20. Rituximab &z el anticuerpo
1lamads “C2BB" en la Patente de EE.UUJ. N® 5E_73£.137 expedida =1
7 de abril de 19%8 (Anderson y acnl. ). Rituximal es indicado
para el traramiento de pacientes con linfoma no de Hodgkin de
cé&lulas B, CD20-positive, de bajo grado o folicular refractario
o de relapso. Los estudios de mecanismo de accidén in vitro han
demostrade qQue el rituximab se une al complemento humano y
efectiia la lisis de lineas celulares B linfoides a través de
CDC. Reff v col., Blood 83(2):435-445 (1994). Adicionaimente,
tiene una actividad significativa en ensayos para ADCC. Mis
recientemente, se ha mostrado gue el rituximab tiene efectos
anti-preliferativos en ensayes de incorporacidn de timidina
tritiada e induce apoptesis directamente, mientras Jgue Otros

anticuerpos anti-CD19 v anti-CD20 no lo hacen. Malconey v col.,

Blood 88(10):837a (1996} . La sinergia entre rituximab ¥
guinioterapiasz v toxinas también ha gido observada
experimenctalmente. En particular, el rituxiwab sensibiliza las

lineas celulares de linfoma de células B humano resistente a
medicamento a 1los efectos cltotdxicos de doxorrubicina, CDDE,
yP-16, toxina diftérica y ricina . (Demidem y col., Cancer
Chemotherapy & Radiopharmaceuticalsg 12(3):177-186 {1997)) . Leo=s
estudics precliniceos in wive han mostrade que 2l ricuximab

vacia las células B desde la sangre periférica, los nodos
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OF004 (2003} ; Emery v ocol., Arthritis Rheum. 48(%): 5439
{2002)), lupus (Eigenberg, Arthritis. Res. Ther. 5:157-153
{2003); Leandro ¥ col., Arthritis Rheum. 46: 2673-2677 (2002);
Sorman ¥ col., Lupus, 13: 312-316 (2004717, paArpura
tromhocitopénica inmune ('Arena vy ¢ol., Leuwk. Lymphoma 44:561-
562 (2003); Stasi v ceol., Blood, S8: 952-957 (2001); Saleh v
col., Semin. Oneceol., 27 (Supl. 12):8%-103 {(2000}; Zala v col.,
Haematologica, 87:; 188-155 (2002); Ratanatharathorn vy col.,
Ann. Int. Med., 133: 275-275 (2000}, aplasia de gldbulocs rojos
pures  (Auner v col., Br. J. Haematol., 116: 725-728 (2002});
anenia autoinmune (Zaja ¥y <ol., Haematologica 87:18%-155 (2G602)
luna fe de erratas aparece en Haematoleogica 87:336 (2002)),
enfermedad de aglutininas frias (Lavios y col., Leukemia, 15:
187-% (2001); Berentsen ¥ col., Bleood, 103: 2325-28%28 (2004);
Berentsen y col., Br. J. Hasmatel., 115: 78-83 (2001); Bauduer,
Br. J. Haematel., 112: 10B83=-108%0 (2001} ; DAmiani v col., Br. J.
Haematol., 1l4: 229-234 {2001)), sgsindrome tipo B de resistencia
severa a insulina (Coll vy cel., N. Engl. J. Med., 350: 310-3211
{2004) ), crioglobulinemia mezclada [(DeVita vy col., Arthritis
Rheum. 46 Supl. 9:5206/5469 (2002)), miastenia gravis (Zaja y
col., Neurclogy, 55: 1082-63 (2000); Wylam vy col., J. Pediatr.,
143: 674-6%7 {2003)), grantlomatosis de Wegener (Specks y col.,
Arthritis & Rheumatism 44: 283&-2840 (2001}+}, pénfigo wvulgaris
refractario (Dupuy vy col., Arch Dermatol., 140:%1-96 (2004})},
dermatomiosgitis (Levine, Arthritis Rbewum., 46 (2upl. 9):312858
(zp024y, sindrome de Sqjogren  (SBomer v col., Arthritis &
Rheumatism, 49: 324-398 (2003)), crioglobulinemia mezclada tipo
CII activa {Zaja y col., Blood, 101l: 3827-3334 (2003)), pénfigo

" wlgaris (Dupay v col., Arch. Dermatol., 140: 91-95 1{2004)),
23
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neuropatia autoinmiane (Pestronk v col., J. Neurel. Neuroasurg.
Pgychiatry 74:4885-48% (2003)), sindrome opscoclonus-myoclonus
paraneoplisice (Pranzatelli v col., Neurology &0 (Supl. 1
POS.128:A295 (2003)), v escleroziz miltiple de remigidn-relapso
{ERMS] . Cross y col. {(resumen) "Regultadoes Preliminares de un
Ensayo de Fase II de Rituximab en Esclerosiz Miltiple", Octava
Reunisén Anual de loa Comités de 1las Américas para 1la
Investigacidn v el Tratamiento en la Egclerogiz Miltiple, 20-21
{2003) .

Un estudic de Fase II (WAl62%1l) ha sido conducide en
pacientes con artritia reumatoids {RA), preoporciocnando datos de
seguimiento de 48 semanas sobre la seguridad vy la eficacia del
rituximah. Emery v ccl., Arthritis Rheum. 48(9}):8435 ({2003);
Szozepanski v col., Arthritis Rheum. 48(9%):85121 (2003). U
total de 161 pacientes fuseron distribuidos de manera aleatoria
v reqular en cuatro rvamales de tratamiento: wmetobrexate,
rituximad solo, zrituximab mis metotrexato vy rituximab mas
ciclofoafamida (CTX) . El régimen de tratamiento de rituximab
fue de un grame administrade de manera intravenosa en les dias
1 vy 15, Las infusicones de rituximab en la maveria de los
pacientes con RA fueron bien toleradas, 36% de los pacientes
experimentande por lo menos un  evente adverso durante su
primera infusidém (en comparacién con 30% de los pacientes gue
recibieron placeho). En general, la mayeoria de los eventos
adversos fueron considerados coms de severidad suave a moderada

v  estuvieron bien balanceadca en  tedos  los  grupcs  de

Ttratamiente. Hubo un total de 19 eventos adversos aserics en

los  cuatre ramales durante las 48 zemanas, que fuereon

ligeramente mas frecuentes en el grupo de rituximab/CTX. La
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inc;dencia de infecciones estuvo bien balanceada en todes los
grupcs. La tasa media de infeccidn seria de esta peoblacidn de
pacientes con RA fue de 4,66 por 100 pacientes-anos, gque esg
menor gue la taszsa de infecciones gue reguirieron admisidn
hospitalaria en pacientes con RA (2,57 por 100 pacientes-aios)
reportada en un estudio epidemiolégico basado en la comunidad.
Doran v col., Arthritis Rheum. 4€:2287-2233 (2002).

El perfil de seguridad zreportade del rituximak en un
pequefic ndmero de pacientes con trastornog neurcldgicos,
incluyende neurcpatia autoinmune (Pestronk v col., gSupral,
gindrome opsoclonue-myoclonus (Pranzatelli v col., supra)l vy
RRMS ({(Creoss y col., supra), fus similar a aguél reportado en
oncologia o RA. En un engsayo en cursc patrocinado por el
investigador (IS8T por sus siglas en inglés) de rituximab en
combinacién con interferdn beta (IFN-$] o acetato de glatiramex
erl pacientes con REMS (Cross y col., supra), 1 de 10 pacientes
tratados fue admitide al hospital para ser ockservade toda la
noche despuéa de experimentar fiebre moderada y rigores luedo
de la primera infusidn de rituximab, mientras due los otrog S
pacientes completaron el régimen de cuatro infusiones sin
eventos adversos reportados.

Unag patentes y publicaciones de patente coticernientes 1os
anticuerpos CD20 ¥y moléculaz de unién & CD20 incluyen las
Patentes de EE.UU. Nos. 5.776.458, E.736.,137, R.843.43%9,
6.399.961 v A.682.734, agi come EEVUU. 2002{919?255, EFE._UT.
200370021781, EE.UU. 200370082172, EE.UU. 2003/0095383, EE.UU.
200370147865 {Anderson y c¢ol.); Patente de EE.UU. N® 6£.455.043
¥ WO 2000/09160 {Brillo-Lépez, A.); WO 2000/27428 (Grille-Lépe:z

v White) ; WO 2000/27433 (Crille-Lépez y Leonard}; WO 2000/44788
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(Goldenberg ¥y Hansen); WO 2000/76542 (Golay y col.)l; WO
2001772333 (Wolin v Reozenblatt); Patente de EE.UU. N° £.368.556
{Ghetie v ol.}; Patente de EE.UU0. N° 6.306.353 y EE.UU.
2002/0041847 {@oldenberg, D.); EE.UJ. 2003/0026801 (Weiner y
Hartmann) ; WD 2002/102312 (Engleman, E.); EE.UU. 2003/006B664
{Albitar v col.}; WO 2003/002607 {Leung, S.}; WO 2003/04%95634,
EE.UU. 200270003427 v EE.UJ. 200370185796 (Welin y col.); WO
2003/061694 (Sing vy Siegall); EE.UU. 2002/021%818 (Bohen vy
col.t; EE.UL. 2063.;'0219433 vy WO 2003/068821 (Hansen y col.};
EE.UU. 200370219818 (Bohen v col.}; EE.UU. 200270136719 (Shenoy
y cal.l; WG 20047032828 y EE.UU, 200570180872 {(Wahl ¥ col.); ¥
WO 2002/56910 (Hayden-Ledbetter). Véase también la Patente de
EE.UJ. N° 5.84%,8%8 v EP 330,181 ({Seed v col.}; EP332.885A2
{Meyer y Weiss); Patente de EE.UU., N° 4.861.57% {Meyer v col.);
EE.UJ. 2001700560866 (Bugelski y col.); WO 1995/03770 {Bhat vy
col.}; EE.UU, 200370219433 Al (Hansen y cel.}; WO 2004/035607
(Teeling vy col.); WO 2005/103081 (Teeling y col.); WO
2004/0%6312 (Lowman y col.); EE.UU. Z004/00%362)1 (Shitara ¥
col.); WO 20047103404 (Watkins v col.}; WG 20057000801 (Tedder
v col.); EE.UU. 2008/0025764 (Watkina v cal.}; WO 2005/016969
(farr v col.); EE.UU. 2005/0062545 {(Carr y <ol.]; WO
2008/014618 {Chang v <¢ol.); EE.UU. 2005/0075174 {Barkbera-
Guillem v MNelson); EE.UU. 2005/0106108 (Leung y Hansenl; WO
2005/04485% y EE.UU.  2005/0123546 (Umnana v col.); WO
200R/070963 (Allan y <ol.}; EE.UU. 2005/0186216 {Ledﬁetter W
Hayden-Ledbetter) ; EE.UJ, 2005/0202534 (Hayden-Ledbetbter ¥
Ledhetter) ; EE.UU. 2005/0202028 {Hayden-Ledbetter y Ledbetter);

EE.1M]. 2005/0202023 (Hayden-Ledbetter y Ledbetter); Patente de
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rituximab a 37% mg/m® cada treas meses, ¥ un segundo paciente
cbn BLE fue tratade exitcosamente con @ rituximalb y esté
recibiendo teraplia de mantenimiento cada treas meses, amnbes
pacientes respondiendo bien a la terapia con rituximab; Edwards
v Cambridge, "Mejoria sostenida en artritis reumatolde después
de un protocelo disefiade para reducir los linfocitos B,
Rheumatology 40:205-211 (2001); Cambridge vy c¢ol., "Deplecidn de
linforitos B en pacientes con artritis reumatoiae: egtudios en
gerie de parametros inmunoldgicos', Arthritis Rheum., 446 {Supl.
9): 81350 (2002); Cambridge ¥ col., "Cambiog zerclégicos
después de 1la terapia de deplecién de linfocitos E  para

artritisz reumatoide", Arthritis Rheum., 48: 2146-21%4 (2003);

BEdwards v <ol., "Terapia de deplecién de linfocitos B en
artritis reumatoide vy otres trastorncos autoinmunes', Biochem
Soc. Trans., supra; EBEdwards y col., "Eficacia y seguridad del

rituximab, un anticusrpo menoclomal gquimérice apuntade a las
células B: Un ensayo distribuids aleatoriamente, controlado por
placebo, en pacientes con artritis reumatoide", Arthritis and
Rheumatism 46(9): 8157 (2002}; Edwards y ccl., "Eficacia de la
terapia apuntada a células E ¢on rituximab en paclentes con
artritis reumatoide", N Engl. J. Med. 350:2572-2582 (200%);
Pavelka v col., Ann. Rheum. Dis. 63: (81):289%-250 (2004}; Emery
v <col., Arthritis Rheum, 50 {59) 85559 {2004} ; Levine v
Peztronk, "Polineuropatias relacionadas con anticuerpos de IgM:
gquimicterapia de deplecidn de c€lulas B usande rituximab",
Neurology 52: 1701-1704 {1999); Ughida vy wcol., "La red de
fagocitog mononucleares innatos varia los linfocitos B a traves
de meranismos dependientes del receptor Fo o durante  la

inmunoterapia ©on anticuerpog anti-CD20o", J. Exp. Med. 155:
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1659-1669 (2004); dong vy col., "Importancia de la dinamica
circulatoria v el microcambiente celular en la inmuncterapia de
células B", J. Tmmuncol. 174: 817-82§ {2005); Hamaguchi ¥ col.,
“Ta cavidad peritoneal proporcicona un niche protector para
linfocitas Bl y B convencionales durante la inmunoterapia anti-

CD20 en ratones", J. Immunol. 174: 4389-43%3% (2008); Cragg vy

col., "La biologia de CD20 v gu petencial como un ebjetivo para
la terapia m®mAB", Curr., Dir. Aurcimmun., B5:140-174 (2005}
Eisenberg, "Mecanismez de autcinmuanidad™, Immunol. Reg, 27:

203-218 (2002); DeVita vy col., "Eficacia del blogueo zelectivo
de eélulas B en el tratamiento de artritis reumatoide",
Arthritis & FRheum 46:202%-2033 {20021 ; Hidashida v col.,
"Tratamiento de artritis reumatoide refractaria-DMARD con
rituximab", presentads en la Reunidén Cientifica Anual del
Colegio Americano de Reumatclogia; 24-29% de sotubre;  MNusva
Orledns, LA 2002; Tuscano, J., "Tratamiento exiteoso de la
artritis reumatolide refractaria—infiiximab con  rituximab®,
presentado en la Reunidn CientiIfica Anual del Colegic Americanc
de Reumatologia; 24-29 de octubre; Nuava Orleans, LA 2002 ¥
publicado, Tusaana4lﬂrthritis Rheum, 46: 32420 (2002} ; "Papeles
patogénicos de laz células B en autoinmunidad humana;
percepciones de 1a‘clinica", Martin v Chan, Immunicy 20:517-527
(2004} ; Silverman v Weismarn, "Terapia con  rituximab oy
trastornos autoinmunes, prospectog para la terapia anti-cé&lulas
B", Arthritis and Rheumatism, 48: 1484-14%2 (2003]; Kazkaz ¥

Isenberg, "Terapia anti-células B {(rituximab) en el tratamiento

de enfermedades autoinmunea", Current opinion in pharmecology,

4 398-402 (2004); Virgolini v  Vanda, "Rituximab  en

enfermedades autoinmunes", Biomedicine & pharmacotherapy, 50
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2%%-309{2004); Klemmer y col., "Tratamiento de trastornos

autcinmunes mediados por anticuerpos oIl un anticuesrpo

monoclonal anti—CDjG, FRituximab", Arthritis apnd Rheumatism, 48:
{9] 9,5 [(SEP}, ©piginas 8€24-5624 (2003); Kneitz y col.,
"Daplecidn efecriva de  ¢élulas B cen  rituximab  en el
tratamiento de enfermedades autoinmunesa', Immunobiclogy, 206:
£19-527 (2002); Arzoo vy ol., "Tratamiente de trastornog
autoinmines mediados por anticuerpos refractarios con  un
anticuerpo moncclonal anti-CDh29  (rituximab)*, Annals of -the
FEheumatic Diseases, €1 [(10), p. 9%22-%24 (2002}, Comentaric en
Ann Rhewr Dis. 61: EB63-866 ({2002); "Estrategiazs futuras en
inmunoterapia" por Lake vy Dionne, en  Burger's Medicinal
Chemisgtry and Drug Digscovery (2003 por John Wiley & Scns,
Tnc.)l, articulo en linea de fecha 15 de enero de 2003 {Capitulo
2 'Inmunoterapia dirigida a anticuerpog"]; Liang vy Tedder,
Wiley Bneyclopedia of Molecular Medicine, . Seccifn: CD20 como um
Chjetive de Tnmunoterapia, articulo en linea de fecha 15 de
enerc de 2002 tituladeo  "CD20"; Apéndice 4A titulado
"Anticuerpos Monoclonales a Antigencs de Superficie Celular
Humana" por Stockinger v ¢ol., eds: Coligan et aI., in Curyent
Protocels in Immunology (2003 John Wiley & Sens, Inc.), fecha
de pussta en linea: Mayo de 2003; Publicacidn Impreaa de fecha:
Febrers de 2003; Penichet vy Morrison, "Anticuerpos/moléculas
CD: Definicidn; Disefio de Anticuerpca™ en Wiley Encyclopedia of
Molecular Medicine, SaeccidIl: Anticuerpos quimdriceos,
humanizadog v humanos; puesto en linea el 15 de enero 2002.
Adicionalmente, véasge Looney, "Células B como un cbhjetivo
terapéutica en enfermedades autoinmunes diferentes a la

: artritie reumatolde", FRheunatology, 44 Supl. 2: 1113-11l%
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{2005) ; Chambers y Isenberg, "Terapia anti-células B
(rituximab) en el tratamiento de enfermedades autoinmunes",
Lupus 14{3): 210-214 (2005); Looney y <¢ol., "Deplecidén de
células B como un tratamiento novedoso para lupus sistémico
eritematoso: un ensayo de intensificacién de dosis de fase I/TI
de rituximab", Arthritis Rheum. 50: 2580-2589 (2004); Looney,
"Tratamiento de enfermedad autoinmune humana por deplecidn de
células B", Ann Rheum. Dis. 61: 863-866 (2002); Edelbauer y
col., “"Rituximab en 1lupus sistémico eritematoso infantil
refractario a inmunosupresién convencional, Informe de caso",
Pediatr. Nephrol. 20(6): 811-813 (2005); D'Cruz y Hughes, "El
tratamiento de nefritis de lupus", BMJ 330(7488): 377-378
(2005) ; Looney, "Terapia apuntada a céiulas B en enfermedades
diferentes a la artritis reumatoide", J. Rheumatol. Supl. 73:
25-28; discusidn 29-30 (2005}; Sfikakis vy col., "La remisién de
nefritis de lupus proliferativo después de la terapia por
deplecién de células B est& precedida por la regulacién
descendente del ligando CD40 de moléculas co-estimulantes de
células T: un ensayo de marcador abierto", Arthritis Rheum.
52 (2): 501-513 (2005); Rastetter y col., "Rituximab: expansidén
de su papel en la terapia para linfomas y enfermedades
autoinmunes", Ann. Rev. Med. 55: 477-503 (2004); Silverman,
"Terapia anti-CD20 en lupus sistémico eritematoso: un paso més
cerca de la clinica', Arthritis Rheum. 52(2): 371-7 (2005), Fe
de erratas en: Arthritis Rheum. 52(4): 1342 (2005); Ahn y col.,
"Remisidén a largo plazo de la condicidn hipercoagulable gque
amenaza la vida asociada con lupus anticoagulante (LA) después
de la terapia con rituximab", Am. J. Hematol. 78(2): 127-129

{2005) ; Tahir y ©col., "Anticuerpo  monoclonal anti-CD20
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humanizado en el tratamiento de lupus sistémico eritematoso
resistente severo en un paciente c¢on anticuerpos contra
rituximab", Rheumatology, 44(4): 561-562 (2005), Epub 11 de
enerc de 2005; Looney y col., "Tratamiento de SLE con

anticuerpo monoclonal anti-CD20", Curr. Dir. Autoimmun. 8: 193-

205 (2005); Cragg y col., "La bioclogia de CD20 y su potencial
como un objetivo para terapia mAb", Curr. Dir. Autoimmun. 8:
140-174 (2005); Gottenberg y c¢ol., "Tolerancia y eficacia a

corto plazo de rituximab en 43 pacientes con enfermedades
avtoinmunes sistémicas", Ann. Rheum. Dig. 64 (8): 913-920 (2005)
BEpub 18 de noviembre de 2004; Tokunaga y col., "Regulacién
descendente de CD40 y CD80 en células B en pacientes con lupus
sistémico eritematoso gque amenaza la vida después de un
tratamiento exitoso con rituximab", Rheumatclogy 44(2): 176-182
(2005), Epub 19 de octubre de 2004. Véase también Leandro y
col., "La repoblacién de células B ocurre principalmente a
partir de células B ingenuas en pacientes con artritis
reumatoide y lupus sistémico eritematoso", Arthritis Rheum., 48
(Supl. 9): S1160 (2003).

Specks y col., "Respuesta de la granulomatosis de Wegener a
la terapia con anticuerpo monoclonal gquimérico anti-CDh20",
Arthritis & Rheumatism 44 (12) :2836-2840 (2001) describen el uso
exitoso de cuatro infusiones de 375 mg/m’ de rituximab vy
glucocorticoides en dosis elevadas para tratar la
granulomatosis de Wegener. La terapia fue repetida después de

11 meses cuando cANCA recurridé, pero la terapia fue sin

glucocorticoides. A los 8 meses después del segundo cursc de

rituximab, 1la enfermedad de los pacientes permanecidé en

remisién completa. Adicionalmente, en otro estudio, se
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encontrd que el rituximab era un agente de induccidén de
remisidén efectivo y bien tolerade para vasculitis asociada con
ANCA severa, cuando fue usado en una dosig de 375 mg/m2 x 4
junto con prednisona oral a 1 mg/kg/dia, la cual fue reducida
para la semana 4 a 40 mg/dia, y a una discontinuacidén completa
durante las siguientes 16 semanas. Cuatro pacientes fueron
tratados nuevamente con rituximab solo para titulos de ANCA
recurrentes/en aumento. Aparte de los glucocorticoides, ningin
otro agente inmunosupresor adicional parece ser necesario para
la induccidn de la remisidn y el mantenimiento de la remisidn
sostenida (€ meses o mas). Véase la presentacidn e invitacidn
de resumen en linea de Kecgh y ceol., "Rituximab para la
Induccidén de Remisidn en Vasculitis Asociada con ANCA Severa:
Informe de un Posible Ensayo Piloto de Marcador Abierto en 10
Pacientes", Colegio Americano de Reumatologia, Numero de
Sesidn: 28-100, Titulo de Sesidén: Vasculitis, Tipo de Sesidn:
Sesidén Concurrente ACR, Categoria Primaria: 28 Vasculitis,
Sesién del. 18/10/2004 (<www.abstractsonline.com/viewer/Search
Results.asp>). Véase también Keogh y col., Kidney Blood Press.
Res. 26:293 (2003), en el cual se reporta gue once pacientes
con vasculitis asociada con ANCA refractaria fueron tratados
con cuatro dosis semanales de 375 mg/m’ de rituximab vy
glucocorticoides en dosis elevadas, resultando en remisidn.

Se administrd rituximab a unos pacientes con vasculitis
agsociada con  ANCA refraptaria junto con medicamentos
inmunosupresores, tales como ciclofosfamida intravenosa,
micofenolato mofetil, azatioprina o leflunomida, con aparente
eficacia. Eriksson, "Seguridad y resultado a corto plazo en 5

pacientes con vasculitis ANCA-positiva tratada con rituximab",
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Kidney and Blood Pressure Research, 26: 294 (2003) ({cinco
pacientes con vasculitis asociada con ANCA tratados con
rituximab a 375 mg/m° ﬁna vez a la semana por 4 semanas
respondieron al tratamiento); Jayne y col., "Deplecidn de
células B con rituximab para vasculitis refractaria", Kidney
and Blood Pressure Research, 26: 294-295 (2003) (seis pacientes
con vasculitis refractaria que recibieron cuatro infusiones
semanales de rituximab a 375 mg/m’ con ciclofosfamida junto con
inmunosupresidén de fondo y prednisolona experimentaron unas
caidas mayores en la actividad wvasculitica). Un informe
adicional del wusoc de rituximab Jjunto con ciclofosfamida
intravenosa a 375 mg/m’® por dosis en 4 dosis para su
administracidén a pacientes con vasculitis sistémica refractaria
es proporcionado en Jayne, afiche 88 (11" Taller Internacional
de Vasculitis y ANCA), 2003, Sociedad Americana de Nefrologia.
Véase también Stone y Specks, "Terapia con rituximab para la
induccidén de remisidén y tolerancia en Vasculitis asociada con
ANCA", en el Resumen de Investigacidén de Ensayos Clinicos de la
Red de Inmuno-tolerancia 2002-2003, http://www.immunetolerance.
org/research/autoimmune/trials/stone.html, en el cual un ensayo
de rituximab en wvasculitis asociada con ANCA es propuesto por
una duracidn total de 18 meses. Véase también Eriksson, J.
Internal Med., 257: 540-548 (2005) con respecto a nueve
pacientes con vasculitis ANCA-positiva que fueron exitosamente
tratados con dos a cuatro dosis semanales de 200 mg de
rituximab, asi como Keogh y col., Arthritis and Rheumatism, 52:
262-268 (2005), quienes reportaron que, en 11 pacientes con
vasculitis asociada con ANCA refractaria, el tratamiento o re-

tratamiento con cuatro dosis semanales de 375 mg/m® de
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rituximab indujo la remisidén por deplecidn de linfociteocs B, el
estudioc siendo conducido entre enero 2000 y Septiembre 2002.

En cuanto la actividad de un ‘anticuerpo anti-CD20
humanizado, véase, por ejemplo, Vugmeyster y col., "Deplecién
de células B por un anticuerpo anti-CD20 humanizado PRO7076% en
Macaca fascicularis", J. Immunother. 28: 212-219% (2005%). Para
una discusidén de un anticuerpo monoclonal humano, véase Baker y
col ., "Generacidn y caracterizacidén de LymphoStat-B, un
anticuerpo monoclonal humano que antagoniza las bicactividades
de un estimulador de linfocitos B", Arthritis Rheum. 48: 3253-
3265 {(2003).

Los hallazgos del estudio WA17043, un estudio de variacidn
de dosis, doble ciego, distribuido aleatoriamente, de fase IIb
en pacientes con artritis reumatoide que habian tenide una
respuesta inadecuada a DMARD (incluyendo agentes anti-TNF)
(Emery y col., European League against Rheumatism (EULAR)
(Junio de 2005) OP0008; Van Vollenhoven y col., EULAR (Junio de
2005) SAT0072), indican que la combinacidn de rituximab con MTX
estd asociada con una mejoria <¢linica y estadisticamente
significativa en los sintomas de la enfermedad. Este estudio
identificé las dosis de rituximab en combinacién con MTX que
requieren investigacién y confirmacién adicional dentro del
escenario de un estudio clinico de fase III. Véase también
world Pharmaceutical News, www . scrippharma.com, articulo
fechado al 13 de junio de 2005, titulado "Rituximab: ¢un futuro
reto para los anti-TNF?" que describe los estudios de la EULAR
y especula si los datos de rayos X del estudio REFLEX en fase
IITI mostrarian si el rituximab puede retardar el dafio en la

articulacién. Ademds, WO 20047091657, publicada el 28 de
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octubre de 2004, describe el tratamiento de pacientes que
tienen artritis reumatoide, gue exhiben una respuesta
inadecuada a las terapias de inhibidor de TNFa con anticuerpos
CcD20, en donde los pacientes pueden tener evidencia
radiografica de por lo wmenos wuna articulacidén con erosidn
definida atribuible a la artritis reumatoide, segin lo
determinado por el sitio de lectura central (cualquier
articulacidén de las manos, mufiecas o pies con la excepcién de
las articulaciones DIP de las manos). Un punto final
secundario potencial incluye el cambio en la calificacidn total
radiogrédfica de Sharp modificada, la calificacidén de erosidn y
la calificacidn de estrechamiento de espacio ' en la
articulacién, las cuales pueden ser analizadas wusando una
metodologia continua o© categdrica, segin sea apropiado. Unos
analisis y puntos finales exploratorios puede involucrar unos
andlisis radiogréaficos que incluyen la proporcidn de pacientes
sin progresiéﬁ erosiva, que puede ser evaluada a las 24 semanas
y méds. Véase también EE.UU. 2005/00001862, publicada el 25 de
agosto de 2005 equivalente a WO 2005/060999, publicada el 7 de
julic de 2005 con relacidén al tratamiento de pacientes que
tienen artritis reumatoide con rituximab, en donde el punto
final secundario potencial y los anélisis y puntos finales
exploratorios incluyen aquéllos en WO 2004/091657, supra.

A pesar de los avances en el tratamiento de la enfermedad
de la articulacién, un nimero significativo de pacientes no
califican para los tratamientos actuales, o© experimentan una
respuesta insuficiente a los mismos. Pox lo tanto, unas nuevas
opciones de tratamiento, particularmente aquéllas que puedan

apuntar a diferentes aspectos de la patoleogia de la enfermedad
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y ofrezcan niveles similares o mejores de beneficio clinico,
son necesarias.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén involucra la administracién de un
antagonista CD20 que proporciona un régimen de tratamiento
sequro y activo en sujetos con dafic en wuna articulacidn,
incluyendo la seleccién de un régimen de dosificacidén eficaz y
un re-tratamiento programado o no programado. Este antagonista
es efectivo tanto en la terapia inicial como en el manejo de la
enfermedad refractaria.

Por consiguiente, la invencién es como se reivindica. En
un primer aspecto, la presente invencidn se refiere a un método
para tratar el daflo en una articulacién en un sujeto, que
comprende administrar un anticuerpo CD20 al sujeto y realizar
al sujeto, por lo menos aproximadamente un mes después de la
administracién, una prueba radiografica que mide una reduccidn
en el dafio en la articulacidén en comparacidén con una linea de
base anterior a la administracién, en donde la cantidad de
anticuerpe (D20 administrada es efectiva para lograr una
reduccidn en el dafio en la articulacidn.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un método para
monitorizar el tratamiento del dafio en una articulacidén en un
sujeto, que comprende administrar una cantidad efectiva de un
anticuerpo CD20 al sujeto y medir por radiografia, después de
por lo menos aproximadamente un mes desde la administracidn, si
el dafio en la articulacidén ha sido reducido sobre la linea de
base antes de la administracién, en donde una disminucién
versus la linea de base en el sujeto después del tratamiento

indica que el anticuerpo CD20 estd teniendo un efecto sobre el
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daflo en la articulacidn. En una realizacidn preferida, el
grado de reduccidén versus la linea de base es medido una
segunda vez después de la administracidén del anticuerpo CD20.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método
para determinar si se continda administrando un anticuerpo CD20
a un sujeto con dafio en una articulacidén, que comprende medir
por radiografia la reduccién en el dafic en la articulacidén en
el sujeto después de administrar el anticuerpo CD20 una primera
vez, medir por radiografia la reduccidén en el dano en la
articulacién en el sujeto después de administrar el anticuerpo
CD20 una segunda vez, comparar las calificaciones de
radiografia en el sujeto en la primera vez y en la segunda vez,
y 8i la calificacién es menor en la segunda vez gue en la
primera vez, continuar la administracién del anticuerpo CD20.

En aGn otro aspecto, 1la invenciédn esta dirigida a wun
articulo de elaboracién, que comprende:

(a) un recipiente que comprende un anticuerpo CD20; y

{b) un inserto de empaque con instrucciones para tratar el
dafioc en la articulacidn en un sujeto, en donde las
instrucciones indican que se administra al sujeto el anticuerpo
CD20 y entonces es sometido, por lo menos aproximadamente un
mes después de la administracidén, a un prueba radiogréafica que
mide una reduccidén en el dafio en la articulacidn en comparacién
con una linea de base antes de la administracidén, en donde la
cantidad de anticuerpc CD20 administrada es efectiva para
lograr una reduccidén en el dafio en la articulacidn.

En un aspecto preferido, el articulo comprende
adicionalmente un recipiente gque comprende un  segundo

medicamentc, en donde el anticuerpo CD20 es wun primer
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medicamento, que comprende adicionalmente unas instrucciones en
el inserto de empaque para tratar al sujeto con una cantidad
efectiva del segundo medicamento.

En otra realizacidén de 1la invencidn, se proporciona un
método para tratar el dafio en una articulacién en un sujeto,
que comprende administrar un anticuerpo CD20 al sujeto, vy
realizar al sujeto, por lo menos aproximadamente 52 semanas
después de la administracidn, una prueba radiogréafica que mide
una reduccidén en el dafio en la articulacidén en comparacidn con
una linea de base antes de la administracidén, en donde 1la
cantidad de anticuerpo (D20 administrada es efectiva para
lograr una reduccién en el dafio en la articulacidn.

En otra realizacién adicional, la invencidn proporciona un
método para monitorizar el tratamiento del dafic en una
articulacidn en un sujeto, que comprende administrar una
cantidad efectiva de un anticuerpo CD20 al sujeto y medir por
radiografia, después de por loc menos aproximadamente 52 semanas
desde la administracién, si el dafio en la articulacién ha sido
reducido sobre la linea de base antes de la administracidén, en
donde una disminucién versus la linea de base en el sujeto
después del tratamiento indica que el anticuerpo CD20 estd
teniendo un efecto sobre el dafio en la articulacidn.

Adicionalmente, la invencidén proporciona un articulo de
elaboracién, gue comprende:

(a) un recipiente que comprende un anticuerpo CD20; vy

(b) un inserto de empagque con instruccicnes para tratar el
dafio en la articulacidn en un sujeto, en donde las
instrucciones indican gue se administra al sujeto el anticuerpo

CD20 y entonces es sometido, por lo menos aproximadamente 52
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semanas después de la administracidén, a un prueba radiografica
gue mide una reduccidén en el dafic en la articulacidn en
comparacién con una linea de base antes de la administraciodn,
en donde la cantidad de anticuerpo (D20 administrada es
efectiva para lograr una reduccidén en el dano en la
articulacién.

En un aspecto adicional, la invencidén proporciona un método
para el tratamiento del dafic en una articulacidn en un sujeto,
en donde (a) el sujeto ha exhibido una respuesta inadecuada a
uno © més inhibidores anti-factor de necrosis tumoral (TNF);
(b) el sujeto recibid por lo mencs un curso previo de
tratamiento con un anticuerpo CD20, y {(c) el tratamiento
comprende administrar por lo menos un curso adicional de
tratamiento con un anticuerpo CD20.

Egtos aspectos y otros aspectos adicionales ser& evidentes
a partir del resto de la descripcién, incluyendo los ejemplos y
las reivindicaciones anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra el disefioc de esgtudio para tratar
pacientes con RA con control (placebo mas MTX) o rituximab
{1000 mg x 2) mas MTX (Ejemple 1 en la presente).

La FIG. 2 muestra las respuestas de ACR a los seis meses de
pacientes con RA tratados con control ¢© con rituximab (1000 mg
X 2} mas MTX.

La FIG. 3 muestra las respuestas de ACR20 durante sgeis
meses de pacientes con RA tratados con contrel © con rituximab

(1000 mg x 2} mas MTX.
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La FIG. 4 muestra los cambios en 328DS a los seis meses de
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
x 2) mas MTX.

La FIG. 5 muestra las respuestas de EULAR a los seis meses
de pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000
mg x 2) mas MTX.

La FIG. 6 muestra la enfermedad baja o remisidén de EULAR a
los seis meses de pacientes con RA tratados con control o con
rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.

La FIG. 7 muestra la proteina C-reactiva media (CRP)
durante seis meses de pacientes con RA tratados con control o
con rituximab (1000 mg x 2} mas MTX.

La FIG. 8 muestra la proporcién de pacientes de RA con
mejoria clinicamente relevante en la funcidén a los seis meses,
en donde los pacientes son tratados con control o con rituximab
(1000 mg x 2} mas MTX.

La FIG. 9 muestra el cambio de porcentaje en 1la
calificacién ACR establecida a los seis de pacientes con RA
tratados con control o con rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.

La FIG. 10 muestra el cambio en FACIT-F a los seis meses de
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
X 2) més MTX.

La FIG. 11 muestra los cambios en categorias SF-36 (salud
mental y fisica) a los seis meses de pacientes con RA tratados
con control o con rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.

La FIG. 12 muestra el factor reumatoide total a los seis
meses de pacientes con RA tratados con control o con rituximab

(1000 mg x 2) mas MTX.
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La FIG. 13 muestra el cambio medio en la calificacidn total
Sharp-Genant a los seis meses de pacientes con RA tratados con
control o con rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.

La FIG. 14 muestra el cambio medic en 1la calificacibén de
erosidén Sharp-Genant a los seis meses de pacientes con RA
tratados con control o con rituximab {1000 mg x 2} mas MTX.

La FIG. 15 muestra el cambico medio en la calificacidén de
estrechamientc de espacio de articulacién (JSN) Sharp-Genant a
los seis meses de pacientes con RA tratados con contrel o con
rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.

La FIG. 16 muestra la proporcién de pacientes con RA sin
cambio en la calificacién de erosidén a los seis meses, en donde
los pacientes son tratados con control o con rituximab (1000 mg
x 2) mas MTX.

La FIG. 17 muestra el cambio en los puntos finales
radiograficos a la semana 24 (punto final exploratorio) para
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (2000 mg
X 2) més MTX.

La FIG. 18 muestra el cambio porcentual "medioco en 1los
parémetros establecidos esenciales de ACR a la semana 24 para
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
X 2) més MTX.

La FIG. 19 muestra el CD19 medianc a los seis meses de
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
X 2) mas MTX.

La FIG. 20 muestra los eventos adversos reportados més
cominmente en el estudio de pacientes con RA durante seis
meges, en donde los pacientes son tratados con control o con

rituximab (1000 mg x 2) mas MTX.
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La FIG. 21 muestra los evéntos adversos que conducen a un
retiro en el estudid de pacientes con RA durante seis meses, en
donde los pacientes son tratados con control o con rituximab
(1000 mg x 2) mads MTX.

La PIG. 22 muestra los eventos que ocurren durante/dentro
de las 24 horas de las infusiones en el estudio de pacientes
con RA durante seis meses, en donde los pacientes son tratados
con control o con rituximab (1000 mg x 2) més MTX.

La FIG. 23 muestra las reacciones agudas a la infusién en
el estudio de pacientes con RA durante seis meses, en donde los
pacientes son tratados con control o con rituximab (1000 mg x
2) mé&s MTX.

La FIG. 24 muestra los eventcs adversos serios que ocurren
durante/dentro de las 24 horas de las infusiones en el estudio
de pacientes con RA durante seis meses, en donde los pacientes
son tratados con control o con rituximab (1000 mg x 2) mads MTX.

La FIG. 25 muestra infecciones e infestaciones de tipo
orgénico en el sistema, en el estudic de pacientes con RA
durante seis meses, en donde los pacientes son tratados con
control o con rituximab (1000 mg x 2) mé&s MTX.

La FIG. 26 muestra infecciones serias en el estudio de
pacientes con RA durante seis meses, en donde los pacientes son
tratados con control o con rituximab (1000 mg x 2) més MTX.

La FIG. 27 muestra la tasa de infeccién en el estudio de
pacientes con RA durante seis meses, en donde los pacientes son
tratados con control o con rituximab (1000 mg x 2) més MTX.

La FIG. 28 muestra HACA en el estudio de pacientes con RA
durante seis meses, en donde los pacientes son tratados con

control o con rituximab (1000 mg X 2) més MTX.
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La FIG. 29 muestra los niveleé de IgG durante seis meses en
pacientes con RA tratados con control o con rituiimab (1000 mg
X 2) mas MTX.

La FIG. 30 muestra los niveles de IgA durante seis meses en
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
X 2) mas MTX,

La FIG. 31 muestra los niveles de IgM durante seis meses en
pacientes con RA tratados con control o con rituximab (1000 mg
x 2) waés MTX.

La FIG. 32A es una alineacidn de secuencias que compara las
gecuencias de amincadcidos del dominioc variable de cadena
liviana (Vy) de cada uno de murino 2H7 (SEQ ID NO:1), variante
2H7.v1l6 humanizada (SEQ ID NO:2), y el subgrupo de cadena
liviana kappa humano (SEQ ID NO:3). Las CDR de V. de 2H7 y
hu2H7.v16 son como sigue: CDR1 (SEQ ID NO:4), CDR2 (SEQ 1ID
NO:5) y CDR3 (SEQ ID NO:6).

La FIG. 32B es una alineacidn de secuencias gue compara las
secuencias de aminoacidos del dominic variable de cadena pesada
(Vy) de cada uno de murino 2H7 (SEQ ID NO:7), variante 2H7.v16
humanizada (SEQ ID NO:8) y la secuencia de consenso humana del
subgrupo III de cadena pesada (SEQ ID NO:9). Las CDR de Vy de
2H7 y hu2H7.v16 son como sigue: CDR1 (SEQ ID NO:10), CDR2 (SEQ
ID NO:11) y CDR3 (SEQ ID NO:12).

En la FIG. 32A y la FIG. 32B, CDR1l, CDR2 y CDR3 en cada
cadena estdn encerrados dentro de paréntesis, limitados por las
regiones de armazdédn, FR1-FR4, como se indica. 2H7 se refiere
al anticuerpo 2H7 de murino. Los asteriscos entre dos filas de
gecuencias indican las posiciones gque son diferentes entre las

dos secuencias. La numeracidn de los residucs es de acuerdo
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con Kabat y col., Sequences of Immunological Interest, 5* Ed.
Servicio Publico de Salud, Institutcos Nacionales de Salud,
Bethesda, Md. (1991), con inserciones mostradas como a, b, ¢, d
y e.

La FIG. 33 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena
2H7.v16 L madura (SEQ ID NO:13).

La FIG. 34 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena
2H7.v16 H madura (SEQ ID NO:14).

La FIG. 35 muestra la secuencia de aminoadcidos de la cadena
2H7.v31 H madura (SEQ ID NO:15}). La cadena L de 2H7.v31 es la
misma que para 2H7.v16,

La FIG. 36 es una alineacidén de secuencias que compara las
secuencias de aminodcidogs de cadena liviana de 1la wvariante
2H7.v1l6 humanizada (SEQ 1ID NO:2) vy la variante 2H7.v138
humanizada (SEQ ID NO:28).

La FIG. 37 es una alineacidn de secuencias que compara las
secuencias de aminoécidos de cadena pesada de la variante
2H7.v16 humanizada (SEQ ID NO:8) vy la wvariante 2H7.v138
humanizada (SEQ ID NO:29).

La FIG. 38 muestra una alineacidn de las cadenas livianas
2H7.v16 Yy 2H7 .v511 maduras (SEQ 1D NOS: 13 Yy 30,
respectivamente), con numeracidén de residuos de dominio

variable de Kabat y numeracidén de residuos de dominio constante

Eu.

La FIG. 39 muestra una alineacién de las cadenas pesadas
2H7.v16 Y 2H7 .v511 maduras (SEQ iDp NOS: 14 y 31,
respectivamente), con numeracidén de residucs de dominio

variable de Kabat y numeracidn de residuos de dominio constante

Eu.
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La FIG. 40A muestra la secuencia del dominio de cadena
liviana variable 2H7.v114 humanizada (SEQ ID NO:32); La FIG.
40B muestra la secuencia del dominio de cadena pesada variable
2H7.v114 humanizada (SEQ ID NO:33); y la FIG. 40C muestra la
secuencia de la cadena pesada de longitud total 2H7.v11l4
humanizada (SEQ ID NO:34), con numeracidn de residuos de
dominio variable de Kabat y numeracidén de residuos de dominio
constante Eu.

La FIG. 41 ilustra la disposicidén de los pacientes del
ensayo clinico REFLEX a las 56 semanas, incluyendo tratamientos
en cursc de subgrupos de pacientes seleccionados de los ramales
de tratamiento y placebo del ensayo clinico REFLEX de Fase III.

FIG. 42. Cambio en puntos finales radiograficos a la semana
56.

FIG, 43. Cambioc medio en la calificacidn Sharp-Genant total
con el tiempo.

FIG. 44. Distribucidén acumulativa del cambio en la
calificacidén Sharp-Genant total.

FIG. 45, An&lisgisg de sengibilidad: cambio en 1la
calificacién Sharp-Genant total.

FIG. 46. Pacientes sin cambios radiograficos a la semana
56.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

I. Definiciones

Una "célula B" es un linfocito que madura dentro de la
médula &sea, e incluye una célula B ingenua, una célula B de
memoria, o una célula B efectora (células plasmiticas). La

célula B en la presente es una célula B normal o no maligna.
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Un "marcador de superficie de célula B" o "antigeno de
superficie de célula B" en la presente es un antigeno expresado
sobre la superficie de una célula B gue puede ser apuntado con
un antagonista gQue se une al mismo. Unos ejemplogs de
marcadores de superficie de célula B incluyen los marcadores de
superficie de 1leucocitos CD10, CD19%, D20, Cb2l, Cb22, (D23,
Cbh24, CD37, (D40, CD53, (¢D72, CD73, CD74, CDw76, CD77, C(CDw78,
CD79b, CD80, CD81, CD82, (D83, CDw84, CD85 y (D86 (para las
descripciones, véase el Libro de Hechos sobre Antigenos de
Leucocitos, 2° Edicién, 1997, ediciones Barclay y col.,
Academic Press, Harcourt Brace & Co., Nueva York). Otros
marcadores de superficie de célula B incluyen RP105, FcRH2, CR2
de célula B, CCR6, P2X5, HLA-DOB, CXCR5, FCER2, BR3, Btig,
NAG1l4, S8LGC16270, FcRH1, IRTA2, ATWDS78, FcRH3, IRTAl, FcRHS6,
BCMA y 239287. El marcador de superficie de célula B de
interés particular es expresado de preferencia sobre células B
en comparacidén con otros tejidos de un mamifero gque no son
células B y puede ser expresado sobre las células B precursoras
y las células B maduras. Los marcadores de superficie de
células B preferidos en la presente son CD20 y CD22.

El antfgeno "CD20", o "CD20", es una fosfoproteina no
glucosilada, de aproximadamente 35 kDa, encontrada scobre la
superficie de mas del 90% de células B de la sangre periférica
o los dérganos linfoides. CD20 estd presente scbre células B
normales asi como células B malignas, pero no es expresado
sobre células germinales. Otros nombres para CD20 en la
literatura incluyen "antigeno restringido a linfocitos B" y
"Bp35". El antigeno CD20 es descrito en Clark y col., Proc.

Natl. Acad. Sci. (USA) 82: 1766 (1%85), por ejemplo.
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El antigeno "CD22", o "CD22", también conocido como BL-CAM
o Lyb8, es una glicoproteina de membrana integral tipo 1 con un
peso molecular de aproximadamente 130 (reducide) a 140 kD ({(no
reducido). Es expresado en el citoplasma y la membrana celular
de los linfocitos B. El antigeno CD22 aparece temprano en la
diferenciacidn de linfocitos de células B aproximadamente en 1la
misma etapa que el antigeno CD19. A diferencia de otros
marcadores de células B, la expresién en membrana de CD22 esté
limitada a las etapas tardias de diferenciacidn comprendidas
entre las células B maduras (CD22+) y las células plasmaticas
(CD22-). El antigeno CD22 es descrito, por ejemplo, en Wilson
y col., J. Exp. Med. 173: 137 {1991) y en Wilson y col., J.
Immunol. 150: 5013 (1993).

Un "antagonista" es una molécula que, al unirse a CD20 en
las células B, destruye o vacia las células B en un mamifero
y/o interfiere con una o mds funciones de las células B, por
ejemplo reduciendo o impidiendo una respuesta humoral producida
por la célula B. El antagonista es preferiblemente capaz de
reducir las células B (es decir, reducir los niveles de células
B en circulacidén) en un mamifero tratado con el mismo. Tal
deplecién puede ser lograda por medio de varios mecanismos
tales como ADCC y/o CDC, inhibicién de 1la proliferacidn de

células B y/o induccién de muerte de las células B {(por ejemplo

por apoptosis). Los antagonistas incluidos dentro del alcance
de 1la presente invencidén incluyen anticuerpcs, péptidos
gintéticos o) de secuencia nativa, inmunoadhesinas Yy

antagonistas de molécula pequefia que se unen a CD20,
opcionalmente conjugados con otra molécula o fusionados a la

misma. El antagonista preferido comprende un anticuerpo
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Un "antagonista de anticuerpo" en la presente es un
anticuerpo que, al unirse a un marcador de superficie de célula
B sobre células B, destruye o vacia las células B en un
mamifero y/o interfiere con una o mas funciones de las células
B, por ejemplo reduciendo o impidiende una respuesta humoral
producida por la célula B. El antagonista de anticuerpo es
preferiblemente capaz de reducir las células B (es decir,
reducir los niveles de células B en circulacién} en un mamifero
tratadeo con el mismo. Tal deplecién puede ser lograda por
medio de wvarios mecanismos tales como ADCC y/o CDC, inhibicién
de la proliferacidn de células B y/o induccién de muerte de las
células B (por ejemplc por apoptosis).

El términc "anticuerpo" en la presente es usado en el
sentido més amplio y cubre especificamente los anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiegpecificos (por ejemplo anticuerpos biespecificos)
formados a partir de por lo menos dos anticuerpos intactos, y
fragmentos de anticuerpos siempre gque exhiban la actividad
bioldégica deseada.

Los "fragmentos de anticuerpos" comprenden una porcidn de
un anticuerpo intacto, comprendiendo preferiblemente la regién
de unién a antigeno del mismo. Unos ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen 1los fragmentos Fab, Fab', F(ab'}: y Fv;
diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpos de
cadena unica; y anticuerpos multiespecificos formados a partir
de fragmentos de anticuerpos.

Para los fines en la presente, un "anticuerpo intacto" es
uno gue comprende los dominios variables pesado y livianc asi

como una regién Fc.
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Un "anticuerpe que se une a un marcador de superficie de
célula B" es una molécula que, al unirse a un marcador de
superficie de célula B, destruye o vacia las células B en un
mamifero y/o interfiere con una o mas funciones de las células
B, por ejempleo reduciendo o impidiendo una respuesta humoral
producida por la célula B. El anticuerpo es preferiblemente
capaz de reducir las células B (es decir, reducir los niveles
de células B en circulaciédn) en un mamifero tratado con el
mismo. Tal deplecidén puede ser lograda por medio de varios
mecanismos tales como ADCC vy/o CDC, inhibicién de 1la
proliferacién de células B y/o induccidén de muerte de las
células B (por ejemplo por apoptosis). En una realizacién
preferida, el marcador de superficie de célula B es CD20 o
CD22, de modo que el anticuerpo que sSe une a un marcador de
superficie de célula B es un anticuerpo que se une a CD20 o
CDh22, respectivamente, o un "anticuerpo CD20" o '"anticuerpo
CD22", respectivamente. Unos ejemplos de anticuexpos CD22
incluyen aquéllos descritos en EP 1.476.129 (Tedder y Tuscano),
EP 1.485.130 (Tedder) y EP 1.504.035 (Popplewell y col.), asi
como agquéllos descritos en EE.UU. 2004/0258682 (Leung y col.).
En una realizacidén adn mas preferida, el anticuerpo es un
anticuerpo CD20. Una realizacidn particularmente pfeferida es
un anticuerpo CD20 o CD22, preferiblemente un anticuerpo CD20.

Unos ejemplos de anticuerpos CD20 incluyen: "C2B8", el cual
es ahora llamado "rituximab" ("RITUXAN®/MABTHERA®") (Patente de
EE.UU. N° 5.736.137); el anticuerpo murino 2B8 marcado con
itrio-[90) designado como "Y2B8" o “Ibritumomab Tiuxetan”
(ZEVALIN®) disponible en el comercio de Biogen Idec, Inc. {(por

ejemplo, Patente de EE.UU. N° 5.736.137; 2B8 depositado en la
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ATCC bajo el N° de acceso HB11388 el 22 de junio de 1993);
IgG2a murina "Bl", también llamada "Tositumomab", opciocnalmente

marcada con I

para generar el anticuerpo "131I-Bl" o
"togitumomab yodo I131” (BEXXAR™) disponible en el comercio de
Corixa (véase también, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N°
5.595.721); el anticuerpo monoclonal murino “1F5" (por ejemplo,
Press y col., Blood 69(2):584-591 (1987}} y variantes del mismo
incluyendo 1F5 "de armazén parcheado" o humanizade (por
ejemplo, WO 2003/002607, Leung, S.; depdsito ATCC HB-96450);
anticuerpo 2H7 murino y 2H7 quimérico {(por ejemplo, Patente de
EE.UU. N° ©5.677.180); un 2H7 humanizado (por ejemplo, WO
2004/056312 (Lowman y col.) y como se expone mas adelante);
anticuerpo de alta afinidad, totalmente humano HUMAX-CD20™ que
apunta a la molécula CD20 en la membrana celular de células B
(Genmab, Dinamarca; véase, por ejemplo, Glennie y Van de
Winkel, Drug Discovery Tcday 8: 503-510 (2003) y Cragg y col.,
Blood 101: 1045-1052 (2003)); 1los anticuerpos monoclonales
humanos expuestos en WO 2004/035607 y WO 2005/103081 (Teeling y
col., GenMab/Medavrex); los anticuerpos gque tienen cadenas de
azicar enlazadas a N-glucésido complejas unidas a la regidn Fc
descritos en EE.UU. 2004/0093621 {(Shitara y col.}); anticuerpos
monoclonales y fragmentos de unién de antigeno que se unen a
CD20 (por ejemplo, WO 2005/000%801, Tedder y col.) tales como
HB20-3, HB20-4, HB20-25 y MB20-11; proteinas de cadena Gnica
gue se unen a CD20 (por ejemplo, EE.UU. 2005/0186216 (Ledbetter
y Hayden-Ledbetter); EE.UU. 2005/0202534 (Hayden-Ledbetter vy

Ledbetter); EE.UU. 2005/0202028 {(Hayden-Ledbetter y Ledbetter);

EE.UU. 2005/0202023 (Hayden-Ledbetter y Ledbetter) - Trubion
Pharm Inc.); wmoléculas de unidén a CD20 tales como la serie AME
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series de anticuerpos, por ejemplc los anticuerpos AME-33™ como
se expone, por ejemplc, en WO 2004/103404 y EE.UU. 2005/0025764
{(Watkins y c¢ol., Applied Molecular Eveolution, Inc.) y los
anticuerpos CD20 con mutaciones Fc como se expone, por ejemplo,
en WO 2005/070963 (Allan y col., Applied Molecular Evolution,
Inc.); moléculas de unidn a CD20 tales como aquéllas descritas
en WO 2005/016969 y EE.UU. 2005/0069545 (Carr y «col.);
anticuerpos biegpecificos como se expone, por ejemplo, en WO
2005/014618 (Chang vy cel.); anticuerpos monoclonales LL2
humanizados como se describe, por ejemplo, en EE.UU.
2005/0106108 (Leung y Hansen; Immunomedics); anticuerpos B-Lyl
quiméricos o humanizados a CD20 como se describe, por ejemplo,
en W02005/04485% y EE.UU. 2005/0123546 {Umana y col.; GlycArt
Biotechnology AG); anticuerpo A20 o variantes del mismo tales
como el anticuerpo A20 quimérico o© humanizado (cA20, hA20,
respectivamente) e IMMUN-106 (por ejemplo, EE.UU. 2003/0219433,
Immunomedics); y los anticuerpos monoclonales L27, G28-2, 93-
1B3, B-Cl o NU-B2 disponibles del Taller Internacicnal de
Determinacidén de Tipos de Leucocitos (por ejemplo, Valentine vy
col., en: Leukocyte Typing III (McMichael, Ed., p. 440, Oxford
University Press (1987)). Los anticuerpos CD20 preferidos en
la presente son los anticuerpos CD20 guiméricos, humanizados o
humancs, de preferxencia rituximab, un 217 humanizado,
anticuerpo A20 gquimérico o} humanizado (Immunomedics) ,
anticuerpo CD20 humano HUMAX-CD20™ (Genmab) e inmunoglobulinas/
proteinas que se unen a CD20 (Trubion Pharm Inc.).

Los términos "rituximab" o "RITUXAN®" se refieren en la
presente al anticuerpo monoclonal murino/humanc disefiado

genéticamente dirigido contra el antigeno CD20 y designado
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"C2B8" en 1la Patente de EE.UU, N° 5.736.137, incluyendo

fragmentos del mismo que retienen la capacidad de unidn a CD20.
Puramente para los fines de la presente y a menos gue se

indique 1lo contrario, un "2H7 humanizado" se refiere a un

anticuerpo CD20 humanizado, o un fragmento de unidén a antigeno

del mismo, gque comprende una, dos, tres, cuatroc, cinco o seis

de las siguientes secuencias de CDR:

secuencia de CDR L1 RASSSVSYXH en la cual X es M o L (SEQ ID

NO:35), por ejemplo, SEQ ID NO:4 (Fig. 323),

secuencia de CDR L2 de SEQ ID NO:5 (Fig. 32a),

gecuencia de CDR L3 QQWXFNPPT en la cuél X es § o A (SEQ ID

NO:36), por ejemplo, SEQ ID NO:6 {(Fig. 3237),

secuencia de CDR H1l de SEQ ID NO:10 (Fig. 32B),

secuencia de CDR H2 de AIYPGNGXTSYNQKFKG en la cual X es D o A

(SEQ ID N0O:37), por ejemplo, SEQ ID NO:11 (Fig. 32B), Yy

secuencia de CDR H3 de VVYYSXXYWYFDV en 1la cual X en la

poéicién 6 es N, A, Y, Wo D, vy X en la posicién 7 es S o R

(SEQ ID NO:38), por ejemplo, SEQ ID NO:12 (Fig. 32B).

Los anticuerpos 2H7 humanizados en la presente incluyen
aquéllos con secuencias de amincacideos de cadena pesada que
contienen una lisina C-terminal y aquéllos sin la misma. Las
secuencias de CDR anteriores estdn generalmente presentes
dentro de secuencias de armazdn pesado variable y liviano
variable humaho, tales como sustancialmente los residucs FR de
congenso humanos del subgrupo 1 kappa de cadena liviana humano
(Vi6I), y sustancialmente los residuos FR de consenso humanos
del subgrupo III de cadena pesada humano (VyZIII). Véasge

también WO 2004/056312 (Lowman y col.).
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La regidén pesada variable puede ser wunida a una regidn
constante de cadena de IgG humana, en donde la regidn puede
ser, por ejemplo, IgGl o IgG3, incluyendo regiones constantes
de secuencia nativa y secuencia no nativa.

En una realizacidén preferida, tal anticuerpo comprende la
secuencia de dominio pesado variable de SEQ ID NO:8 (vi6e, como
se muestra en la Fig. 32B), opcionalmente comprendiendo también
la secuencia de dominio liviano variable de SEQ ID NO:2 (wvle,
como se muestra en la Fig. 32A), que comprende opcionalmente
una © mas sustituciones de aminocdcidos en las posiciones 56,
100 y/o 100a, por ejemplo D56A, N10OA o Ni0Q0Y y/o S100aR en el
dominic pesado variable y una o© més sustituciones de
aminocdcidos en las posiciones 32 y/o 92, por ejemplo M32L y/o
$92A, en el dominic 1liviano variable. Preferiblemente, el
anticuerpo es un anticuerpo intacto que comprende la secuencia
de amino&cidos de cadena liviana de SEQ ID NO:13 o 30, v la
secuencia de aminoacidos de cadena pesada de SEQ ID NO:14, 15,
29, 31, 34, o 39, la secuencia de SEQ ID NO:39 siendo
proporcionada mas adelante.

Un anticuerpo 2H7 humanizado preferide es ocrelizumab
(Genentech, Inc.).

El anticuerpo en la presente puede comprende adicicnalmente
por lo menos una sustitucidén de aminodcido en la regién Fc gue
mejora la actividad de ADCC, tal como uno en el cual las
sustituciones de aminoacidos estéﬁ en las posiciones 298, 333 y
334, preferiblemente S298A, E333A y K2334A, usando la numeracién
Eu de residuos de cadena pesada. Véase también la Patente de

EE.UU. N® 6.737.056, L. Presta.
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Cualquiera de estos anticuerpos puede comprender por 1lo
menos una sustitucidn en la regidén Fc¢ que mejora la unidn a
FcRn o la vida media en suero, por ejemplc una sustitucidn en
la posicidén 434 de cadena pesada, tal como N434W. Véase
también la Patente de EE.UU. N° 6.737.056, L. Presta.

Cualquiera de estos anticuerpocs puede comprender
adicionalmente por lo menos una sustitucidén de aminoc&cido que
aumenta la actividad de CDC, por ejemplc comprendiendo por lo
menos una sustitucidn en la posicidn 326, preferiblemente K326A
o K326W. Véase también la Patente de EE.UU. N° 6.528.624,
Idusogie y col.

Algunas variantes 2H7 humanizadas preferidas son aquéllas
que comprenden el dominio liviano variable de SEQ ID NO:2 y the
el dominio pesado variable de SEQ ID NO:8, incluyendo aquéllas
.con o0 g8in sustituciones en una regién Fc (si estd presente), y
agquéllas que comprenden un dominio pesado variable con
alteracidén en SEQ ID NOC:8 de N100A; o DS56&A y NI100A; o© D56A,
N1QOY y S100aR; y un dominio liviano variable con alteracidén en
SEQ ID NO:2 de M32L; © S92A; o M32L y SS92A.

M34 en el dominio pesado variable de 2H7.v1lé ha sido
identificado como una fuente potencial de estabilidad del
anticuerpo y es otrc candidato potencial para la sustitucidn.

En un resumen de algunas realizaciones varias preferidas de
la invencién, la regién variable de las wvariantes basadas en
2H7.v16 comprende las secuencias de aminoacidos de vi6 excepto
en las posiciones de sustituciones de aminodcidos gque estén
indicadas en la tabla a continuacién. A menos que se indigue
lo contrario, las variantes 2H7 tendrén la misma cadena liviana

que aquélla de vlé.
56

180



Ejemplos de Variantes de Anticuerpo 2H7 Humanizado

Cambics (Vy)} [Cambics (V)

Versién de|de cadena de cadena

2H7 besada liviana Cambics de Fc

16 para

referencia -

31 - - S298A, E333A, K334A

73 IN1OQA M32L

75 N1QG0A M32L S298A, E333A, K334A

96 D56A, N100A |S92A

114 DS56A, N100A M32L, S92A S298A, E333A, K334A
S298A, E333A, K334A, E356D,

115 D56A, N100A N32L, 592A M35BL

116 D56A, N100OA |[M32L, S92A S5298A, K322A, K3344,

138 DS6A, N1QOA (M32L, S92A S2%8A, K326A, E333A, K334A,
S298A, K326A, E333A, K334A,

477 D564, N100A [M32L, S592A N434W

375 - - K334L

588 - - S298A, K326A, E333A, K332A

D56A, N100Y, M32L, S92A S298A, K326A, E333A, K334A
511 S$100aR
Un 2H7 humanizado preferidc comprende 1la secuencia

dominio liviano variable 2H7.v16 variable:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRESG

SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:2);

y la secuencia de dominio pesado variable 2H7.v16:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYNQK

FKCRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO:8).

Cuando el anticuerpeo 2H7.v16 humanizade es un anticuerpo

intacto, puede comprender la secuencia de aminodcidos de cadena

liviana:
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOWSFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:13);

vy la secuencia de aminoadcidos de cadena pesada de SEQ 1D
NO:14 ©:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGATIYPGNGDTSYNQK
FKGRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTARLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVEFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPG (SEQ ID NO:15).

Otro anticuerpo 2H7 humanizado preferidc comprende la
secuencia de dominio liviano variable 2H7.vS1ll:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYLHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOWAFNPPTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:39)

y la secuencia de dominio pesado variable 2H7.v511:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGATSYNQK
FKGRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSYRYWYFDVWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:40).

Cuando el anticuerpo 2H7.v511 humanizado es un anticuerpo
intacto, puede comprender la secuencia de aminodcidos de cadena
liviana:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYLHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSREFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQWAFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:30)
58
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y la secuencia de aminodcidos de cadena pesada de SEQ 1ID

NO:31 o:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTS YNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGATSYNQGK
FKGRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSYRYWYFDVWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGEGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNATYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNAALPAPIAATISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPG (SEQ ID NOC:41}).

Véanse las Figuras 38 y 39, las cuales alinean las cadenas
liviana y pesada maduras, respectivamente, de 2H7.v511
humanizado con 2H7.v16 humanizado usando la secuencia de lisina
C-terminal para la cadena pesada.

Cuando el anticuerpo 2H7.v31 humanizado es un anticuerpo
intacto, puede comprender la secuencia de aminodcidos de cadena
liviana:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYLHWYQQOKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQWAFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVITEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:13)

y la secuencia de aminodcidos de cadena pesada de SEQ ID

NO:15 o:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYNQK
FKGRFTISVDKSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KODTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNATYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIAATISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPG {SEQ ID NO:42) o:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGATYPGNGATSYNQK
FKGRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSYRYWYFDVWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL.QSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNATYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNAALPAPIAATI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPG (SEQ ID NO:43).

Una realizacién preferida en la presente es cuando el
anticuerpo es 2H7 humanizado Qque comprende la secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:2 y 8 (versidn 16). Otra
realizacién preferida es cuando el anticuerpo es 2H7 humanizado
que comprende las secuencias de dominio variable en SEQ ID
NOS:39 y 40 (versidén 511). Se prefiere adicionalmente cuando
el anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:32 y 33 (véase la Figura 40, re,
versién 114), tal como uno que comprende el dominic de cadena
liviana variable en SEQ ID NO:32 y la secuencia de aminoacidos
de cadena pesada de SEQ ID NO:34. Se prefiere adicionalmente
cuando el anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende un dominio

de cadena pesada variable con alteracién N100OA, o DS&A y N100A,
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o D56A, N100Y y S100aR en SEQ ID NO:8 y un dominio de cadena
liviana variable con alteracidén M32L, o SS%2A, o M32L y S92A en
SEQ ID NO:2.

"Citotoxicidad mediada por célula dependiente de
anticuerpo" y "ADCC" ge refieren a una reaccidén mediada por
célula en la cual unas células citotdxicas no especificas que
expresan receptores Fc¢ (FcR por sus siglas en inglés) (por
ejemplo, células asesinas naturales (NK) por sus siglas en
ingiés), neutréfilos y macréfagos) reconocen un  anticuerpo
unido en una célula objetivo y causan subsiguientemente la
lisis de la célula objetivo. Las células primarias para mediar
la ADCC, 1las células NK, expresan FcyRITII solamente, mientras
que los monocitos expresan FcyRI, FcyRII y FcyRIII. La
expresién de FcR en células hematopoyéticas es resumida en la
Tabla 3 en la padgina 464 de Ravetch y Kinet, Ann. Rev. Immunol.
9:457-492 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una
molécula de interés, un ensayo de ADCC in vitro, tal como aquél
descrito en las Patentes de EE.UU. Nos. 5.500.362 o 5.821.337,
puede ser realizado. Las células efectoras Gtiles para tales
ensayos incluyen las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC por sgus siglas en inglés) y las células asesinas
naturales  (NK). Alternativamente, o adiciéﬁalmente, la
actividad de ADCC de la molécula de interés puede ser evaluada
in wvivo, por ejemplo en un modelo animal tal como aquél
descrito en Clynes y col., PNAS (USA) 95:652-656 (1998} .

Lags "células efectoras humanas" son leucocitos gque expresan
uno o méds FcR y realizan funciones efectoras. Preferiblemente,
las células expresan por lo menos FcyRIIT y llevan a cabo una

funcién efectora de ADCC. Unos ejemplos de leucocitos humanos
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gue median ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), células asesinas naturales (NK), monocitos,
células T citotdéxicas y neutréfilos; las PBMC y células NK
siendo preferidas.

Los términos "receptor de Fc" o "FcR" son usados para
describir un receptor gque se enlaza a la regidén Fc¢ de un
anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia
nativa. Ademas, un FcR preferido es uno gue une un anticuerpo
de IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las
subclases FcyRI, FcyRII y FcyRIII, incluyendo variantes alélicas
y formas alternativamente divididas de estos receptores. Los
receptores FcyRII incluyen FcyRIIA (un "receptor de activacidn')
y FcyRIIB (un "receptor de inhibicién"), los cuales tienen unas
secuencias de aminoAcidos similares gque difieren principalmente
en los dominios citoplasmicos de las mismas. El receptor de
activacidén FcyRIIA contiene un motivo de activacidn basado en
tirosina inmunorreceptora (ITAM por sus siglas en inglés) en su
dominioc citopléasmico. El receptor de inhibicién FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicidén  basado en tirosina
inmunorreceptora (ITIM por sus siglas en inglés) en su dominio
citoplésmico. {Vvéase Daéron, Annu. Rev., Immunol. 15:203-234
(1997)). Los FcR son revisados en Ravetch y Kinet, Annu. Rev.
Immunol 9:457-492 (1991); Capel y col., Immunomethods 4:25-34
{1994); y de Haas y col., J. Lab. Clin. Med. 126:330-341
(1995). Otros FcR, incluyendo aguéllcos a ser identificados en
el futuro, son abarcados por el término "FcR" en la presente.
El término también incluye al receptor neonatal, FcRn, el cual

es responsable de la transferencia de IgG maternas al feto
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(Guyer y col., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim y col., J.
Immunol. 24:249 (1994)).

La "citotoxicidad dependiente de complemente® o "CDC" se
refiere a la capacidad de una molécula para efectuar la lisis
de un objetivo en la presencia de complemento. La trayectoria
de activacidén de complemento es iniciada por la unién del
primer componente del sistema de complemento (Clg) a wuna
melécula (por ejemplo un anticuerpo) en complejo con un
antigeno cognado. Para evaluar la activacidén de complemento,
un ensayc de CDC, por ejemplo comeo g8e describe en Gazzano-
Santoro y col., J. Immunol. Methods 202:163 (1996), puede ser
realizado.

Los "anticuerpos inhibidores de crecimiento" son aquéllos
gue impiden o reducen 1la proliferacién de una c¢é&lula que
expresa un antigeno al cual el anticuerpo se une. Por ejemplo,
el anticuerpo gue impedir o reducir la proliferacidén de células
B in vitro y/o in vivo.

Los anticuerpos gue "inducen apoptosis" son aquéllos que
inducen la muerte de células programadas, por ejemplc de una
célula B, segin lo determinado por ensayos de apoptosis
estandar, tales como unidédn de anexina V, fragmentacidédn de ADN,
contraccién celular, dilacién del reticulo endoplasmiatico,
fragmentacidén celular y/o formacidn de vesiculas de membrana
(llamadas cuerpos apoptdsicos).

Los "anticuerpos nativos" son usualmente glicoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons,
compuestas por dos‘cadenas livianas (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H} idénticas. Cada cadena liviana esta enlazada a una

cadena pesada por un enlace de disulfuro covalente, mientras
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que el nimero de enlaces de disulfuro wvaria entre las cadenas
pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada
cadena pesada y 1liviana también tiene puentes de disulfuro
intracadena espaciados regularmente. Cada cadena pesada tiene,
en un extremo, un dominic variable (Vy) seguido por un numero
de dominios constantes. Cada cadena liviana tiene un dominio
variable en un extreme (V.} y un dominio constante en su otro
extremo; el dominio constante de la cadena 1liviana estéa
alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada, Yy
el dominio variable de la cadena liviana estd alineado con el
dominio variable de 1la cadena pesada. Se cCcree gue unos
residuos de aminodcidos particulares forman una interfaz entre
los dominios variables de cadena liviana y cadena pesada.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertas
porciones de los dominios variables difieren extensamente en
secuencia entre anticuerpos y son usadas en la unibén vy
especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no estd distribuida
de manera regular en todos los dominios <variables de
anticuerpos. Estd concentrada en tres segmentos llamados
regiones hipervariables en los dominios variables de cadena
liviana y de cadena pesada. Lags porciones mas altamente
conservadas de los dominios variables son llamadas regiones de
armazén (FR por sus siglas en inglés). Cada wuno de los
dominios variables de las cadenas pesadas y livianas nativas
comprende cuatro FR, gque adoptan ampliamente una configuracidn
de lamina f, conectada por tres regiones hipervariables, las
cuales forman espiras gue conectan, y en algunos casos forman

parte de, la estructura de lamina . Las regiones
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hipervariables en cada cadena son mantenidas conjuntamente en
estrecha proximidad por las FR v, con las regiones
hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacidén
del sitio de unidén a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat y
cel., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed.
Servicio de Salud Puablica, Institutos WNacionales de Salud,
Bethesda, MD. (1991)}. Los dominics constantes no estén
involucrados directamente en la unién de un anticuerpo a un
antigeno, pero exhiben varias funciones efectoras, tales como
participacidén del anticuerpo en ADCC.

La digestidn por papaina de los anticuerpos produce dos
fragmentos idénticos de unidén a antigeno, llamados fragmentos
"Fab", cada uno con un sitio Gnico de unién a antigeno, y un
fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja su capacidad de
cristalizar rédpidamente. El tratamiento con pepsina produce un
fragmento F(ab'), que tiene dos sitios de unidén a antigenoc y es
aln capaz de enlazar transversalmente el antigeno.

"Fv" es el minimo fragmento de anticuerpe gue contiene un
sitio completo de reconocimiento de antigeno y unidn de
antigeno. Esta regidén consigte en un dimero de un dominio
variable de una cadena pesada y una cadena liviana en estrecha
asociacién no covalente. Es en esta configuraciédn que las tres
regiones hipervariables de cada dominic variable interactian
para definir un sitio de unidén de antigeno sobre la superficie
del dimero  Vy-Vp. Colectivamente, las seis regiones
hipervariables confieren especificidad de unién a antigeno al
anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o
la mitad de un Fv que comprende solamente tres regiones

hipervariables especificas para un antigeno) tiene la capacidad
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de reconocer v unir un antigeno, aungue a una afinidad menor
que el sitio de unidn entero.

El fragmento Fab también contiene 21 dominie constante de
la cadena liviana y el primer dominic constante (CH1) de la
cadena pesada. Los fragmentos Fab'! difieren de los fragmentos
Fab por la adicion de unos pocos residuos a la terminacidn
carboxi del dominic CH1 de cadena pesada, incluyendo una o wéas
ciatefnas de la regién de bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es
la desiqnacién en la presente para un Fab' en el cual une o mas
residuos de cisteina de loz dominicog constantes portan por lo
menos un grupo ticel libre. Los fragmentos de anticuerpo
F{ah'), eran originalmente producides come pares de los
fragmentos Fabk' que tienen cisteinas esenciales entre ellos.
Otroa acoplamientos gquimicos de fragmentos de anticuesrpos 20n
también conocidos.

Las "cadenas livianas" de los anticuerpos
(inmuneglobulinas} de cuwalguier especie de vertebrados pusden
ger asignadas a uno de dog tipos claramente distintos, llamados
kappa (k) vy lambda (i), en base a las secuencias de aminoicidos
de sua dominlios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminczcidos del dominio
constante de aus cadenas pegadas, los anticusrpos pueden ser
agignades a diferentes clases., Existen cinco claseg mayores de
anticusrpos intacteos: Igh, Igh, IgE, Ig3 = IgM, y varios de
ggtos pueden ser  adiclonalmente  divididos en subclases
{igotipos), por ejenplo IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, Igh = 1ghl.
Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las
diferentes clases de anticuerpos son llamados o, &, £, v ¥ W,

regpactivamentes. Las estructuras Jde subunidad ¥y las
a6
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configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de
inmunoglobulinas son muy conocidas.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena simple" o "scFv"
comprenden los dominios Vy y V, del anticuerpo, en donde estos
dominios estan presentes en una sola cadena de polipéptido.
Preferiblemente, el polipéptido Fv comprende adicionalmente un
enlazador de polipéptido entre los dominios Vy y Vi, que permite
que el scFv forme la estructura deseada para unidn a antigeno.
Para una revisién del scFv, véase Pluckthun en The Pharmacclogy
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.,
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de
anticuerpos con dos sitios de unidn de antigeno, dichos
fragmentos comprendiendo un dominio variable de cadena pesada
{V4) conectado a un dominio variable de cadena liviana (Vy) en
la misma cadena de polipéptido (Vy - V). Al usar un enlazador
que es demasiado corto para permitir el pareo entre los dos
dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a
parearse con los dominios complementarios de otra cadena y
crean dos sitios de unidén de antigeno. Los diacuerpos Son
descritos de manera mis completa en, por ejemplo, EP 404.097;
WO 93/11161; y Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:6444-6448 (1993).

El término '"anticuerpo monoclonal" segin se usa en la
presente se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos y/o unen el mismo epitope, excepto por variantes

posibles que puedan surgir durante la produccidn del anticuerpo
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monocleonal, tales variantez estande generalmente presgentes en
cantidades menoree. En contraste con las preparaciones de
anticuerpoce peliclonales que incluyen tipicamente diferentes
anticuerpos dirigides contra diferentes determinantes
{epitopes}, cada anticuerpc monoclonal eatd dirigido contra un
gole determinante  saobre el  antigeno. hdemaés de su
especificidad, los anticuerpos moneclonales son ventajosos vya
gue no estan contaminados por otras inmuncoglcbulinas. El
modificadar "monoclonal" indica el cardcter del anticuerpo como
siende obtenide a partir de una poblacidn sustancialmente
homogénea de anticuerpos, Y no debe ser coneiderads como
regquiriendo la prodﬁccién del anticuerpo por cualquier método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a sger
usadas de acuerdo con la presente  lnvencidn pueden  ser
elaboradocs por el méteds de hibridoma descrito por primera vez
por Kchler vy col., Mature, 256:435 (1875}, o pusden ser
elaborados por métodos de ADN recombinante (vé€ase, por ejemplo,
la Patente de EE.UU, N°® 4.816.567}. Lms "anticuerpoes
monoclonales" también pueden ser aisladeos de bibliotecas de
anticuerpos fages usande las técnicas descritas en Clackson vy
col., Nature, 352:624-628 (1991) vy Marks v col., J. Mol., Biol.,
222:6581-597 (1391}, por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales en  la  presente incluyen
especificamente anticuerpos "quimérigos" (inmunsglobulinas) en
los cuales una porcifén de la cadena pesada v/o liviana es
idéntica u homdloga a las sacuencias correspondientes  en
anticuerpos derivados de Uné gspecie particular 0
pertenecientes A una clase o subclase particular de

antilguerpos, mientras gque el resto de dichas una o mis cadsnas
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es idéntico u homélogo a la secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de otra especie © pertenecientes a otra
clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de tales
anticuerpos, siempre qgue exhiban la actividad bioldgica deseada
(Patente de EE.UU. N° 4.816.567; Morrison y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)) . Los anticuerpos
quiméricos de interés en la presente incluyen anticuerpos
"primatizados" que comprenden secuencias de unidén de antigeno
de dominio variable derivadas de un primate no humano (por
ejemplo, mono del Viejo Mundo, tal como mandril, mono rhesus o
cynomolgus) y secuencias de regiones constantes humanas
(Patente de EE.UU. N° 5.693.780).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por
ejemplo murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen una
secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su
mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) en las cuales los residuos de una
regién hipervariable del receptor son reemplazados por residuos
de wuna regidén hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo o primate no
humano que tiene la especificidad, la afinidad vy la capacidad
deseadas. En algunos casos, los residuos de regién de armazdn
(FR) de la inmunoglcobulina humana son reemplazados con residuos
no humanos corxrespondientes. Adicionalmente, los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no son encontrados
en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas
modificaciones son efectuadas para refinar adicionalmente el
desempefic del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado

comprenderda sustancialmente todo de por 1o menos uno, Yy
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tipicamente dos, dominios variables, en donde todas o
sustancialmente todas las espiras hipervariables corresponden a
aquéllas de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las FR son aquéllas de una secuencia de
inmunoglobulina humana, excepto por una o mas sustituciones de
FR como se indicd anteriormente. El anticuerpo humanizado
también comprenderd opcionalmente por lo menos una porcidn de
una regidén constante de inmunoglobulina, tipicamente aguélla de
una inmunoglokbulina humana. Para unos detalles adicionales,
véase Jones y col., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann vy
col., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct.
Biol. 2:593-596 (1992).

El término "regién hipervariable", cuando es usado en la
presente, ge refiere a los residuos de aminoacidos de wun
anticuerpo gue son responsables de la unidén del antigeno. La
regién hipervariable comprende los residuos de aminodcidos de
una "regién de determinacién de complementariedad" o "CDR" (por
ejemplo los residuos 24-34 (Ll1l), 50-56 (L2} y 89-97 {(L3) en el
dominio variable de cadena liviana y 31-35 (H1), 50-65 (H2) ¥
95-102 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Kabat vy
col., Sequences of Proteins of Immunoclogical Interest, 5* Ed.
Servicio de Salud Publica, Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD. (1991)) vy/o aquellos residuos de una "espira
hipervariable" (por ejemplo los residuos 26-32 (Ll), 50-52 (L2)
y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena liviana y 26-32
(H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena
pesada; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Los

"regiduos de armazén" o "FR" son aquellos residuos de dominio
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variable diferentes de los residuos de regidén hipervariable
como se definen en la presente.

Un "anticuerpo desnudo" es un anticuerpo (como se define en
la presente) que no estd conjugado a una molécula heterdloga,
tal como una porcién citotdxica, polimero o radiomarcador.

Un anticuerpo "aislado" es uno que ha sido identificado y
separade y/o recuperado de un componente de su ambiente
natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural
son materiales que interferirian con los usos de diagnéstico o
terapéuticos para el anticuerps, y pueden incluirxr enzimas,
hormonas y otros solutos proteindceos y no proteinaceos. En
realizaciones preferidas, el anticuerpo serd purificado (1)
hasta més de 95% en peso de anticuerpo segun lo determinado por
el método de Lowry, y de mayor preferencia mas de 93% en peso,
(2) hasta un grado suficiente ‘para obtener por lo menos 15
residuos de secuencia de aminodcidoc N-terminal o© interna
mediante el uso de un secuenciador de taza de giro, o (3) hasta
la homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones de reduccidn © no
reduccidn usando coloracidn azul Coomassie o, preferiblemente,
plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ
dentro de células recombinantes vya gque por lo menos un
componente del ambiente natural del anticuerpo no estara
presente. Ordinariamente, sin embargo, el anticuerpoc aislado
serd preparado por al menos un paso de purificacidn.

El "dafio en una articulacién" es usado en el sentido mas
amplio y se refiere al dafio o la destruccidén parcial o completa
de cualguier parte de una o més articulaciones, incluyendc el
tejido conectivo y el cartilago, en donde el afio incluye dafio

estructura y/o funcional de cualquier cauga, y puede causar o
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no causar dolor/artralgia de la articulacidn. Incluye, sin
limitacién, el dafio de articulacién asociadc con o resultante
de una enfermedad inflamatoria de la articulacién asi como una
enfermedad no inflamatoria de la articulacidn. Este dafio puede
ser causado por cualquier condicién, tal como una enfermedad
autoinmune tal como lupus (por ejemplo 1lupus sistémico
eritematoso), artritis (por ejemplo artritis aguda y crodnica,
artritis reumatoide incluyendo artritis reumatoide de inicio
juvenil, artritis idiopética juvenil (JIA) o RA juvenil (JRA),
y etapas tales como sinovitis reumatoide, gota o artritis
gotosa, artritis inmunolégica aguda, artritis inflamatoria
crénica, artritis degenerativa, artritis inducida por colégeno
tipo II, artritis infecciosa, artritis séptica, artritis de
Lyme, artritis proliferativa, artritis por soriasis, enfermedad
de Still, artritis vertebral, osteocartritis, artritis crdnica
progrediente, artritis deformante, poliartritis crénica
primaria, artritis reactiva, artritis menopdusica, artritis por
deplecidén de estrégeno y espondilitis angquilosante/espondilitis
reumatoide), enfermedad autoinmune reumdtica diferente a RA,
complicacién gigtémica significativa secundaria a RA
(incluyendo pero no limitada a vasculitis, fibrosis pulmonar o
gaindrome de Felty), gindrome de Sjdbgren, tal sindrome
gecundario particular, vasculitis cut&nea limitada secundaria
con RA, espondiloartropatia seronegativa, enfermedad de Lyme,
enfermedad inflamatoria intestinal, esclerocdermia, miopatia
inflamatoria, enfermedad del tejido conectivo mezclado,
cualquier sindrome de superposicién, bursitis, tendonitis,
osteomielitis, enfermedades infecciosas, incluyendo influenza,

sarampién (rubéola), fiebre reumitica, sindrome viral de
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Epstein-Barr, hepatitis, paperas, sarampidén alemdn y varicela
{(lechina), Chondromalacia patellae, colitis colagena,
trastornos autoinmune asociados con enfermedad del coléageno,
inflamacidén de la articulacidn, esfuerzo inusual o usoc excesivo
tal como esguinces o torceduras, lesidn incluyendo fractura,

gota, especialmente encontrada en el dedo gordo del pie, asi

como causada por trastornos neurolégicos, trastornos
hemofilicos (por ejemplo artropatia hemofilica), trastornos
musculares, trastornos progresivos, trastornos &seos,
trastornos del cartilago y trastornos vasculares. Para los

fines en la presente, las articulaciones son puntos de contacto
entre elementos de un esquelete (de un vertebrado tal como un
animal) con las partes que lo rodean y lo soportan e incluyen,
peroc no estdn limitadas a, por ejemplo, cadenas, articulaciones
entre las vértebras de la espina dorsal, articulaciones entre
la espina dorsal y la pelvis (articulaciones sacroiliacas),
articulaciones en donde los tendones y ligamentos se unen a los
huesos, articulaciones entre las costillas y la espina dorsal,
hombros, rodillas, pies, codos, manos, dedos de la mano,
tobillos y dedos del pie, pero especialmente las articulaciones
en las manos y los pies.

Un "sujeto" en la presente es un sujeto humano, incluyendo
un paciente, elegible para el tratamiento, que esta
experimentando o ha experimentadoc unc o mis signos, sintomas u
otros indicadores de dafio en la articulacién, ha sido
diagnosticado con dafio en la articulacién, ya sea, por ejemplo,
recién diagnosticado o previamente diagnosticade y gque esté
experimentandc ahora una recurrencia o relapso, o estd en

riesgo de desarrollar dafio en la articulacidn, sin importar la
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causa. El sujeto puede haber sido tratado previamente con
anticuerpo CD20 o no tratado de ese modo. Un sujeto elegible
para el tratamiento del dafio en la articulacidén puede ser
opcionalmente identificado c¢omo uno que ha sido sometido a
despistaje, por ejemplo en la sangre, para detectar niveles
elevados de células CD20 infiltrantes o es sometido a
despistaje usando un ensayo para detectar auto-anticuerpos, en
donde la produccidn de autc-anticuerpces es evaluada
cualitativamente, y preferiblemente cuantitativamente. El
sujeto puede ser ingenuo a un segundo medicamento que esta
giendo usado cuandoc el tratamiento es comenzado, es decir, el
sujeto no ha sido tratado previamente con, por ejemplo, un
agente inmunosupresor tal como metotrexato en la "linea de
base" (es decir, en un punto establecide en el tiempo antes de
la administraciéh de una primera dosis de anticuerpo CD20 en el
método de tratamiento en la presente, tal como el dia de
despistaje del sujeto antes de que el tratamiento sea
comenzado) . Tales sujetos son generalmente considerados como
candidatos para tratamiento con tal segundo medicamento.

El "tratamiento" de un sujeto en la presente se refiere al
tratamiento terapéutico y a las medidas profilacticas o
preventivas. Aquéllos en necesidad de tratamiento incluyen
agquéllos ya con dafio en la articulacidén asi como aquéllos en
los cuales el dafic en la articulacidén o el progresc del dafo en
la articulacidn debe ser impedido. Por lo tanto, el sujeto
puede haber sido diagnosticado come teniendo un dafio en la
articulacién o puede estar predispuesto o susceptible al dafio
en la articulacién, o puede tener un dafioc de articulacidn

limitado, que &8s probable gque progrese en ausencia de
74



tratamiento. El tratamiento es Gtil en la presente si el dafo
en la articulacidén es aliviado o sanado, o la progresidén del
dafio en la articulacién o estructural es detenida © retardada
en comparacién con antes de la administracidén. Un tratamiento
exitoso incluye adicionalmente wuna prevencidén completa o
parcial del desarrollo del dafic en la articulacidn. Para 1los
fines en la presente, el retardo o la reduccidén del dafio en la
articulacién o la progresién del dafio en la articulacidn es
igual a detencidén, disminucidn o reversidén en el gdafioc en la
articulacién.

Una "mejoria clinica" se refiere a la prevencién de un
progreso adicional de dafio en la articulacién o cualquier
mejoria en el dafio en la articulacién como resultado del
tratamiento, segin lo determinado por un ensayo diferente a la
prueba radiografica. Asi, la mejoria clinica puede ser
determinada, por ejemplo, evaluando el numero de articulaciones
sensibles o hinchadas, el Indice de Severidad de Evaluacidén de
Soriasis, una evaluacidén clinica global del sujeto, evaluacidn
de la tasa de sedimentacidn de eritrocitos, o evaluacidén de la
cantidad de nivel de proteina C-reactiva.

Para los fines en la presente, un sujeto estd en "remisidn'
si no tiene sintomas de dafioc de articulacidédn activo, tal como
aquéllos detectables por los métodos descritos en la presente,
y no ha tenido progresidén de dafic de articulacidn segin lo
evaluado en la linea de base o en un cierto punto en el tiempo
durante el tratamiento. Aquéllos gue no estadn en remisidn
incluyen, por ejemplo, aguéllos que experimentan un
empecramiento o una progresién del dafio en la articulacidn.

Tales sujetos que experimentan un retorno de los sintomas,
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incluyendo dafio de articulacidén activo, son aquéllos que han
tenido un "relapso" © una "recurrencia'.

Un “sintoma" del dafio en la articulacidn es cualquier
fendmeno mdrbido ¢ desviacién de lo normal en estructura,
funcidn o sensacidn, experimentado por el sujeto e indicativo
de dafic en la articulacidédn, tal como aquéllos indicados
anteriormente, incluyendo articulacicnes sensibles o hinchadas.

La expresgidn "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad
del anticuerpo © antagonista que es efectiva para tratar el
dafic en la articulacién, incluyendo wuna cantidad que es
efectiva para lograr wuna reduccién en el dafio en la
articulacién en comparacidén con la linea de base antes de la
administracién de tal cantidad segin lo determinado por ensayo
radiogréafico. Una cantidad efectiva de otros medicamentos,
tales como un segundo medicamento, es una cantidad de tal
medicamento efectiva para tratar el dafio en la articulacidn u
otrog efectos indeseables, incluyendo efectos o sintomas
secundarios u otras condiciones gque acompafian al dafio en la
articulacién, incluyendo una enfermedad o trastorno subyacente.

La "calificacidén Sharp modificada total" significa una
calificacién obtenida para la evaluacidn de radiografias usando
el método de acuerdo con Sharp, medificado por Genant, Am. J.
Med., 30: 35-47 {(1983). La evaluacién primaria serd el cambio
en la calificacidén Sharp-Genant total con <respectc al
desgpistaje. La calificacién  Sharp-Genant combina una
calificacidn de la erosidén Yy una calificacidn del
eastrechamiento del espacio de la articulacién de manos y pies.
El dafic de la articulacién es medido en esta calificacidén de

engayo por un cambio medio inferior a la calificacién en la
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linea de base (cuando el paciente es sometido a despistaje o
ensayo antes de la primera administracidén de antagonista CD20
en la presente}.

Seqin se usa en la presente, 'artritis reumatoide" se
refiere a un estado de enfermedad reconocido gue puede ser
diagnosticado de acuerdo con los criterios revisados en 2000 de
la Asociacién Reumatoide Americana para 1la clasificacidén de
artritis reumatolide, o© cualgquier «criterio similar. Los
indicadores fisioldgicos de RA incluyen: hinchazén simétrica de
la articulacidén que es caracteristica, aunque no invariable, en
la artritis reumatoide. Hinchazén  fusiforme de las
articulaciones interfalangianas prdximas (PIP por sus siglas en
inglés) de las manos asi como metacarpofalangianas (MCP por sus
siglas en inglés); las mufiecas, los codos, las rodillas, los
tobillos y las articulaciones metatarsofalangianas (MTP por sus
siglas en inglés) son cominmente afectadas y la hinchazdn es
facilmente detectada. El dolor en el meovimiento pasgivo es el
ensayo mas sensible para determinar inflamacidén de la
articulacidén, vy la inflamacién y deformidad estructural a
menudo limita el intervalo de movimiento para la articulacién
afectada. Los cambios visibles tipicos incluyen desviacidn
ulnar de los dedos en las articulaciones MCP, hiperextensidn o
hiperflexién de las articulaciones MCP y PIP, contractura de
flexidén de los codos, y sub-lujacién de los huesos del carpo y
dedos del pie. El sujeto con artritis reumatoide puede ser
resistente a los DMARD, ya que los DMARD no son efectivos o
totalmente efectivos en el tratamiento de los sintomas.
Adicionalmente, los candidatos para terapia de acuerdo con esta

invencién incluyen aquéllos que han experimentado una respuesta
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inadecuada a un tratamiento previo o actual con inhibidores de
TNF tales como etanerxcept, infliximab y/o adalimumab debido a
toxicidad o eficacia inadecuada {(por ejemplo, etanercept por 3
meses a 25 mg dos veces por semana © por lo menos 4 infusiones
de infliximab a 3 mg/kg). Un paciente con "artritis reumatoide
activa" sgignifica un paciente con sintomas activos y no
latentes de artritis reumatoide. Los sujetos con "artritis
reumatoide activa temprana" son aquéllos sujetos con artritis
reumatoide activa diagnosticada por al menos 8 semanas pero no
mds de cuatro afios, de acuerdo con 1los <criterios de ACR
revisados en 1987 para la clasificacidn de RA.

La artritis ©por soriasis {PsA) es una enfermedad
inflamatoria de la articulacidn caracterizada por extensa
regorcidén &sea. Como también se describe en la presente, las
muestras de sangre de pacientes con PsA, particularmente
aquéllos con erosiones O6seas en radiografias simples, exhiben
un aumento marcado en precursores de osteoclastos (OCP por sus
siglas en inglés) en comparacidn con controles saludables.

La "exposicidn a anticuerpos" se refiere al contacto con ©
la exposicidén al anticuerpo en la presente en una o mas dosis
administradas durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1
dia hasta aproximadamente 5 sgemanas. Las dosis pueden ser
administradas de una vez © en intervalos de tiempo fijos o
irregulares durante este periodo de exposicidén, tal como, por
ejemplo, una dosis semanal por cuatro semanas o dos dosis
separadas por un intervalo de tiempo de aproximadamente 13-17
dias. Las exposiciones inicial y posterior al anticuerpo son
separadas en tiempo una de la otra, como se describe en detalle

en la presente.
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Una exposicidén que no es administrada © proporcionada hasta
un cierto momento "desde la exposicidn inicial" o desde
cualquier exposicién previa significa que el tiempo para la
exposicidn segunda © posterior es medido desde el momento en
gue cualesquiera de las dosis desde la exposicidn previa fueron
administradas, si més de una dosis fue administrada en esa
exposicidén. Por ejemplo, cuando dos dosis son administradas en
una exposicién inicial, la segunda exposicidn no es
proporcionada hasta por lo menos aproximadamente 16-54 semanas
segin lo medido desde el momento en que la primera o la segunda
dosis fue administrada dentro de esa exposicidn previa.
Similarmente, cuando tres dosis son administradas, la segunda
exposicidén puede ser medida desde el wmomento de la primera,
sequnda o tercera dosis dentro de la primera exposicidn.
Preferiblemente, "desde la exposicidn inicial" o desde
cualquier exposicién media significa la medicidn desde el
momento de la primera dosis.

El término '"agente inmuncosupresor" segin se usa en la
presente para terapia adjunta se refiere a unas sustancias que
actlan para suprimir o enmascarar el sistema inmune del
mamifero que estd siendo tratado en la presente. Esto
incluiria sustancias gque suprimen la produccién de citocinas,
regulan hacia abajo o suprimen la auto-expresién de antigenos,
o enmascaran los antigenos MHC. Unos ejemplos de tales agentes
incluyen pirimidinas 2-amino-6-aril-5-sustituidas (véase la
Patente de EE.UU. N° 4.665.077) ; medicamentos anti-
inflamatorios no esteroides (NSAID por sus siglas en inglés);
ganciclovir, tacrolimus, glucocorticoides tales como cortisol o

aldosterona, agentes anti-inflamatorios tales come un inhibidor
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de ciclooxigenasa, wun inhibidor de 5-lipoxigenasa © un
antagonista de receptor de leucotrieno; antagonistas de purina
tales como azatioprina o micofenolato mofetil (MMF); agentes de
alquilacidn tales como ciclofosfamida; bromocriptina; danazol;
dapsona; glutaraldehido (el cual enmascara los antigenos MHC,
como se describe en la Patente de EE.UU., N° 4.,120.649);
anticuerpos anti-idiotipicos para antigenos MHC y fragmentos
MHC; ciclosporina A; esteroides tales como corticosteroides o
glucocorticosteroides o andlogos gluccocorticoides, por ejemplo,
prednisona, metilprednisclona, incluyendo SOLU-MEDROL® succinato
de sodio de metilprednisolona y dexametasona; inhibidores de
dihidrofolato reductasa tales como metotrexato {oral o
subcuténeo); agentes contra la malaria tales como cloroquina e
hidroxicloroquina; sulfasalazina; leflunomida; antagonistas de
citocina tales como anticuerpos de citocina ©O anticuerpos de
receptor de citocina incluyendo anticuerpos anti-interferdn-
alfa, -beta o -gamma, anticuerpos anti-factor de necrosis
tumoral (TNF)-alfa (infliximab (REMICADE®) o adalimumab),
inmunoadhesina anti-TNF-alpha (etanercept), anticuerpos anti-
TNF-beta, anticuerpos anti-interleucina-2 (IL-2) y anticuerpos
de receptor anti-IL-2, y anticuerpos y antagonistas de receptor
anti-interleucina-6 (IL-6); anticuexrpos anti-LFA-1, incluyendo
anticuerpos anti-CDlla y anti-CD18; anticuerpos anti-L3T4;
globulina anti-linfocito heterdloga; anticuerpos pan-T,
preferiblemente anticuerpos anti-CD3 o anti-CD4/CD4a; péptido
soluble que contiene un dominio de unién a LFA-3 (WO 90/08187
publicada el 26/7/90} ; estreptoguinase; facter-beta de
crecimiento transformante (TGF-beta); estreptodornasa; ARN o

ADN del huésped; FKS506; RS5-61443; clorambucil; deoxispergualin;
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rapamicina; receptor de células T (Cohen y col., Patente de
EE.UU. N° 65.114.721); fragmentos de receptor de células T
(Offner y col., Science, 251: 430-432 (1991); WO 90/11294;
Taneway, Nature, 341; 482 (1989); y WO 91/01133); antagonistas
de BAFF tales como anticuerpos de BAFF y anticuerpos de BR3 vy
antagonistas de 2zTNF4 (para una revisidén, véase Mackay vy
Mackay, Trends Immunol., 23:113-5 (2002)); agentes bioldgicos
gue interfieren con las seflales coordinadoras de células T,
tales como receptor anti-CD40 o 1ligando anti-CD40 (CD154),
incluyendo anticuerpos de bloqueo a 1ligando CD40-CD40 (por
ejemplo, Durie y col., Science, 261: 1328-30 (1993); Mohan y
col., J. Immunol., 154: 1470-80 {1995)) y CTLA4-Ig (Finck vy
col., Science, 265: 1225-7 (1994)); y anticuerpos de receptor
de células T (EP 340.109) tales como T10B9S. Algunos agentes
inmunosupresores en la presente son también DMARD, tales como
metotrexato. Unos ejemplos de agentes inmunosupresores
preferidos en la presente incluyen ciclofosfamida, clorambucil,
azatioprina, leflunomida, MMF o metotrexato.

Bl término "citocina" es un término genérico para las
proteinas liberadas por una poblacidn celular que actdan sobre
otra células como mediadores intercelulares. Unos ejemplos de
tales citocinas son las linfocinas, monocinas; interleucinas
({IL) tales cowmo IL-1, IL-l<, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-15, incluyendo PROLEUKIN® rIL-
2; un factor de necrosis tumoral tal como TNF-a o TNF-3; ¥y
otros factores de polipéptidos gue incluyen LIF y ligando kit
(KL por sus siglas inglés). Segin se usa en la presente, el
término citocina incluye proteinas de fuentes naturales o de

cultive celular recombinante y equivalentes biocldgicamente
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activos de las citocinas de secuencia nativa, incluyendo
entidades de molécula pequefia producidas de manera sintética y
derivados y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.
Un "antaéonista de citocina" es una molécula que inhibe o
antagoniza tales citocinas por cualgquier mecanismo, incluyendo,
por ejemplo, anticuerpos a la citocina, anticuerpos al receptor
de citocina, e inmunocadhesinas.

El término "hormona" ge refiere a hormonas de polipéptidosg,
las cuales son generalmente secretadas por 6rganos glandulares
con conductos. Entre las hormonas se incluyen, por ejemplo, la
hormona del crecimiento tal como la hormona de crecimiento
humaneo, la hormona de crecimiento humanoc de N-metionil y la
hormona de <c¢recimiento bovino; la hormona paratiroidea;
tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; estradicl; terapia
hormonal de reemplazo; androgenos tales como calusterona,
propionato de dromoestanolona, epitiostanol, mepitiostano o©
testolactona; prorrelaxina; hormonas de glicoproteinas tales
como la hormona foliculo-estimulante (FSH por sus siglas en
inglés), la hormona estimulante de la tiroides (TSH por sus
siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH por sus siglas
en inglés); prolactin@, lactégeno de placenta, péptido asociado
con gonadotropina de ratédn, hormona de 1liberacidédn de
gonadotropina; inhibina; activina; sustancia inhibidora de
mulleriana; y trombopoyetina. Seguin se usa en 1la presente, el
término hormona incluye proteinas de fuentes naturales o de
cultivos celulares recombinantes y equivalentes bioclégicamente
activos de la hormona de secuencia nativa, incluyendo entidades
de molécula pequefia producidas de manera sintética y derivados

v sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.
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El término '"factor de crecimiento" se refiere a unas
proteinas que promueven el crecimiento, e incluyen, por
ejemplo, factor de crecimiento hepatico; factor de crecimiento
de fibroblastos; factor de crecimiento endotelial wvascular;
factor de crecimiento nerviocso tal como NGF-3; factores de
crecimiento transformante (TGF) tales como TGF-a y TGF-f;
factor I y II de crecimiento similar a insulina; eritropoyetina
(EPD); - factores osteoinductivosg; interferones tales como
interferbén-a, -f y -v; y factores de estimulacidn de colonias
(CSF por sus siglas en inglés) tales como CSF de macréfagos (M-
CSF); CSF de granulocitos-macrdédfagos (GM-CSF); y CSF de
granulocitos (G-CSF}. Segin se usa en la presente, el término
factor de crecimiento incluye proteinas de fuentes naturales o
de cultivos celulares recombinantes Yy equivalentes
biolégicamente activos del factor de crecimiento de secuencia
nativa, incluyendo entidades de molécula pequefia producidas de
manera sintética y derivados y sales farmacéuticamente
aceptables de las mismas.

Para los fines en la presente, el "factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa)" se refiere a una molécula de TNF-alfa
humana que comprende 1la secuencia de aminoacidos como se
describe en Pennica y col., Nature, 312:721 (1984) o Aggarwal y
col., JBC, 260:2345 (1985). Un "inhibidor de TNF-alfa" en la
presente es un agente que inhibe, hasta cierte grado, una
funcidén biolégica de TNF-alfa, generalmente a través de la
unién a TNF-alfa y neutralizando su actividad. Unos ejemplos
de inhibidores de TNF contemplados especificamente en la
presente son etanercept (ENBREL®), infliximab (REMICADE®) and

adalimumab (HUMIRA™) .
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Uncs ejemplos de "medicamento anti-reumdticos modificadores
de la enfermedad" o "DMARD" incluyen hidroxicloroquina,

sulfasalazina, metotrexato, leflunomida, etanercept, infliximab

(mds wmetotrexato oral y subcuténeo), azatioprina, D-penicil-
amina, sales de oro (orales), sales de oro (intramusculares),
minociclina, ciclosporina incluyendo ciclosporina A Y

ciclosporina tépica, proteina A de estafilococo (Goodyear y
Silverman, J. Exp. Med., 197, (9), pll25-39 (2003)), incluyendo
sales y derivados de las mismas, etc. Un DMARD preferido en la

presente es metotrexato.

Unos ejemplos de "medicamentos anti-inflamatorios no
esteroides" o "NSAID" incluyen aspirina, acido
acetilsalicilico, ibuprofeno, flurbiprofeno, naproxeno,

indometacina, sulindac, tolmetin, fenilbutazona, diclofenac,
ketopreofeno, benorilato, &dcido mefenamico, metotrexato,
fenbufeno, azapropazona; inhibidores de COX-2 tales como
celecoxib (CELEBREX®; 4-(5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil) -
1H-pirazol-1-il)bencenosul fonamida, valdecoxib (BEXTRA®) ,
meloxicam (MOBIC®), GR 253035 (Glaxo Wellcome); y MK966 (Merck
Sharp & Dcohme), incluyendo sales y derivados de los mismos,
etc. Preferiblemente, son aspirina, naproxeno, ibuprofeno,
indometacina o tolmetin.

Unoz ejemplos de "antagonistas o anticuerpos de integrina’
en la presente incluyen un anticuerpo LFA-1, tal como
efalizumab (RAPTIVA®) disponible en el comercio de Genentech, o
un anticuerpo de integrina alfa 4 tal como natalizumab
(ANTEGREN') disponible de Biogen, o derivados de fenilalanina
diazaciclica (WO 2003/89410), derivades de fenilalanina (WO

2003/70709, WO 2002/28830, WO 2002/16329 y WO 2003/53926),
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derivados de A&cido fenilpropidnico (WO 2003/10135), derivados
de enamina (WO 2001/79173), derivados de &Acido propanoico (WO
2000/37444), derivados de &cido alcanoico (WO 2000/32575),
derivados de fenilo sustituido (Patentes de EE.UU. Nos.
6.677.339 y 6.348.463), derivados de amina aromdtica (Patente
de EE.UU. N° 6.369.229), polipéptidos de dominic de
desintegrina ADAM (US2002/0042368), anticuerpos a integrina
alphavbeta3 (EP 633945), derivados de aminoacidoc biciclico aza-
ponteado (WO 2002/02556), etc.

Un "corticosteroide" sgse refiere a una cualguiera de varias
sustanciales naturales o sintéticas con la estructura quimica
general de los esteroides que imita o aumenta los efectos de
los corticosteroides naturales. Unos ejemplos de
corticosteroides sintéticos incluyen prednisona, prednisolona
(incluyendo metilprednisclona, tal como SOLU-MEDROL® succinato
de sodio .de metilprednisolona), dexametasona o dexametasona
triamcinolona, hidrocortisona y betametasona. Los
corticosteroides preferidos en 1la presente son prednisona,
metilprednisolona, hidrocortisona o dexametasona.

Los términos “"BAFF", "polipéptido BAFF", "TALL-1" o
"polipéptido TALL-1" vy "BLys", cuando son usados en la
presente, abarcan ‘"polipéptidos BAFF de secuencia nativa" y
"variantes BAFF". "BAFF" es una designacién proporcionada a
aquéllos polipéptidos que tienen una cualguiera de las

secuencias de aminodcidos mostradas a continuacidn:
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Secuencia de BAFF humano (SEQ ID NO:16):

1 MDDSTEREQSRLTSCLKKREEMKLKECVSILPRKESPSVRSSKDGKLLAATLLLALLSCC
61 LTVVSFYQVAALQGDLASLRAELQGHHAEKLPAGAGAPKAGLEEAPAVTAGLKIFEPPAP
121 GEGNSSQNSRNKRAVQGPEETVTODCLOLIADSETPTIQKGSYTFVPWLLSFKRGSALEE
181 KENKILVKETGYFFIYGQVLYTDKTYAMGHLIQRKKVHVFGDELSLVTLFRCIQNMPETL
241 PNNSCYSAGIAKLEEGDELQLAIPRENAQISLDGDVTFFGALKLL

Secuencia de BAFF de ratdn (SEQ ID NO:17):

1 MDESAKTLPPPCLCFCSEKGEDMKVGYDPITPQKEEGAWFGICRDGRLLAATLLLALILSS
61 SFTAMSLYQLAALQADLMNLRMELQSYRGSATPAAAGAPELTAGVKLLTPAAPRPHNSSR
121 GHRNRRAFQGPEETEQODVDLSAPPAPCLPGCRHSQHDDNGMNLRNIIQDCLOLIADSDTP
181 TIRKGTYTFVPWLLSFKRGNALEEKENKIVVRQTGYFFIYSQVLYTDPIFAMGHVIQRKK.
241 VHVFGDELSLVTLFRCIQNMPKTLPNNSCYSAGIARLEEGDEIQLAIPRENAQISRNGDD
301 TFFGALKLL

y homdlogos y fragmentos y variantes de los mismos, que tienen
la actividad bioldégica del BAFF nativo. Una actividad
bioldgica de BAFF puede ser seleccionada del grupo consistente
en promocidédn de supervivencia de células B, promocidn de
maduracidén de células B y unién a BR3. Las variantes de BAFF
tendrdn preferiblemente por lo menos 80% o© cualquler entero
sucesivo hasta 100% incluyendo, de preferencia, por lo menos
90%, e incluso de mayor preferencia, por lo menos 95% de
identidad de secuencia de aminocdcidos con 1la secuencia nativa
de un polipéptido BAFF.

Un polipéptido BAFF de '"secuencia nativa" comprende un
polipéptido que tiene la misma secuencia de aminodcidos gue el
polipéptido BAFF correspondiente derivado de 1la naturaleza.
Por ejemplo, BAFF existe en forma soluble después de la
divisién desde la superficie celular por proteasas tipo furina.

Tales polipéptidos BAFF de secuencia nativa pueden ser aislados
86

210



de la naturaleza o pueden sSex producidos por wedios
recombinantes y/o sintéticos.

El término "polipéptido BAFF de secuencia nativa" o "BAFF
nativo" abarca especificamente las formas truncadas o
secretadas naturales (por ejemplo una secuencia de dominio
extracelular), las formas variantes naturalegs (por ejemplo,
formas divididas alternativamente), Yy las variantes alélicas
naturales del polipéptido. El1 términc "BAFF" incluye agquéllos
polipéptidos descritos en Shu y c¢ol., J. Leukocyte Biol.,
65:680 (1999); N° de Acceso a GenBank AF136253; WO 1998/18921
publicada el 7 de mayo de 1998; EP 869.180 publicada el 7 de
octubre de 1998; WO 1998/27114 publicada el 25 de junio de
1998; WO 1999/12964 publicada el 18 de marzo de 1999; WO
1999/33980 publicada el 8 de julio de 1999; Moore y col.,
Science, 285:260-263 (1999); Schneider y col., J. Exp. Med.,
189:1747-1756 (1999) y Mukhopadhyay y col., J. Biol. Chem.,
274:15978-15981 (1999} .

Bl término "antagonista de BAFF" segin se usa en la
presente es usado en el sentido mas amplio, e incluye cualquier
molécula que (1) une un polipéptido BAFF de secuencia natural o
une una secuencia nativa de BR3 para bloguear parcial o
totalmente la interaccidn de BR3 con el polipéptido BAFF y (2)
bloguea, inhibe o© neutrali:za, total o© ©parcialmente, la
actividad del BAFF de secuencia nativa. En una realizacidn
preferida el receptor de BAFF a ser blogqueado es el receptof
BR3. La actividad del BAFF nativo promueve, entre otras cosas,
la supervivencia de las células B y/o la maduracidén de las
células B. En una realizacidn, la inhibicién, el bloqueo o la

neutralizacidn de la actividad del BAFF resulta en una
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reduccién en el nimero de células B. Un antagonista de BAFF de
acuerdo con esta invencidn blogueard, inhibir&d o neutralizari,
parcial o totalmente, una o mis actividades bioldégicas de un
polipéptido BAFF, in vitro y/o in vivo. En una realizacidn, un
BAFF bioldégicamente activo potencia uno cualquiera © una
combinacién de los siguientes eventos in vitro y/o in vivo: una
supervivencia aumentada de células B, un nivel aumentado de IgG
y/o IgM, un nimero aumentado de células plasmiticas, y el
procesamiento de NF-«xb2/100 a p52 NF-xb en células B esplénicas
(por ejemplc, Batten y <cecl., J. Exp. Med., 192:1453-1465
(2000); Moore y col., Science 285:260-263 (1999); Kayagaki vy
col., Immunity 17:515-524 (2002)).

Tal como se mencioné antericrmente, un antagonista de BAFF
puede funcionar de wuna manera directa o indirecta para
bloguear, inhibir o neutralizar, parcial o totalmente, la
sefializaciédn de BAFF, in vitro o in wvivo. Por ejemplo, el
antagonista de BAFF puede unirse directamente a BAFF. Por
ejemplo, los anticuerpos de BAFF que se unen dentro de una
regién de BAFF humano que comprende los residuos 162-275 y/o un
residuo vecino de un residuo seleccionado del grupo consistente
en 162, 163, 206, 211, 231, 233, 264 y 265 de BAFF humano de
tal modo que el anticuerpo bloquee estéricamente la unidn de
BAFF a BR3, son contemplados, en donde tales nuimeros de residuo
se refieren a SEQ ID NO:16. En otro ejemplo, un 1ligador
directo es un polipéptido gue comprende cualquier porcidn de un
receptor de BAFF que une a BAFF, tal como un dominio
extracelular de un receptor de BAFF, o fragmentos y variantes
del mismo que se unen a BAFF nativo. En otro ejemplo, Jlos

antagonistas de BAFF incluyen los polipéptidos que tienecn una
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secuencia de un polipéptido que comprende la secuencia de la
Férmula I:

X1-C-X3-D-X5-L-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-C-X14-X15-X%X35-X37 (F6ébrmula I) (SEQ
ID NO:18),

en la cual X;, Xs, Xs, X7, Xs, X5, Xy, Xu1, Xiz, Xiqa, X15 Yy X17 80N
cualgquier aminodcido excepto cisteina; y

en la cual X;5 es un aminodcido seleccionado del grupo
consistente en L, F, T y V; y

en la cual el polipéptido no comprende una cisteina dentro de
los siete residuos de amincAcido N-terminales a la cisteina C
mas N-terminal y C-terminales a la cisteina C mas C-terminal de
la FOrmula I.

En una .realizacidn, un polipéptido gque comprende la
secuencia de férmula I tiene dos C unidas por enlace de
disulfuro; XsLX:X; formando la conformacidén de una estructura de
giro beta tipo 1 con el centro del giro entre L y X,;; y tiene
un valor positivo para el &angulc diédrico phi de Xg. En una
realizacidn, Xjo es seleccionado del grupo consistente en W, F,
v, L, I, Y, M y un aminoacido no polar. En otra realizacidn,
X10 €8 W. En otra realizacidn, X; es un aminoacido seleccionado
del grupo consistente en M, V, L, I, ¥, F, Wy un aminoacido no
polar. En otra realizacidn, Xs es seleccionado del grupo
consistente en V, L, P, S, I, A y R. En otra realizacidn, X,
es seleccionado del grupo consistente en V, T, I y L. En otra
realizacidn, X es seleccionado del grupo c¢onsistente en R, K,
G, N, H y un D-aminodcido. En otra realizacidn, X, es
geleccionado del grupo consistente en H, K, A, R y Q. En otra
realizacién, X1 es I o V. En otra realizacidn, X,; es

seleccionado del grupo consistente en P, A, D, E y §. En otra
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realizacidn, X4 es L. En una realizacidn esgpecifica, 1la
secuencia de la Férmula I es una secuencia seleccionada del
grupo consistente en ECFDLLVRAWVPCSVLK {SEQ ID NO:19),
ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEQ ID NO:20), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEQ 1ID
NC:21), ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEQ ID NO:22), ECFDLLVRHWVACGLLR
{SEQ ID NO:23) y QCFDRLNAWVPCSVLK (SEQ ID NO:24). En una
realizacidédn preferida, el antagonista de BAFF comprende una
cualquiera de las secuencias de aminodcidos seleccionadas del
grupo congistente en SEQ ID NO:19, 20, 21, 22 y 23.

En ain otro ejemplo, los antagonistas de BAFF incluyen los
polipéptidos que tienen una secuencia de un polipéptido que
comprende la secuencia de la Férmula II:

X1 =C~X2-D-X5-L-V-Xg-Xg-W-V-P-C-X;34-X35-L-X;7 (Férmula II) (SEQ 1ID
NO:25),

en la cual Xi, Xai, X5, Xg, Xo, X1s, X5 Y X;7 son cualquier
aminoacido, excepto cisteina; vy

en la cual el polipéptido no comprende una cisteina dentro de
los siete residuos de aminodcido N-terminales a la cisteina C
mias N-terminal y C-terminales a la cisteina C mids C-terminal de
la Férmula II.

Fn una realizacidén, un polipéptido que comprende la
gecuencia de la Férmula II tiene un enlace de disulfuro entre
las dos C y tiene la configuracidén de XsLX;Xg formando una
estructura de giro beta tipo I con el centro del girc entre L y
X4; y tiene un valor positivo para el &ngulo diédrico phi de Xs.
En otra realizacién de la Férmula II, X; es un aminodcido
seleccionado del grupo consistente en M, A, V, L, I; Y, F, Wy
un aminodcido no polar. En otra realizacidén de la férmula II,

X es seleccionado del grupo consistente en V, L, P, S, I, A Yy
S0
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R. En otra realizacidén de la férmula II, X es selecciocnado
del grupo consistente en R, K, G, N, Hy Dvamiﬁoécido. En otra
realizacién de la Férmula II, Xy es seleccionado del grupo
congistente en H, K, A, Ry Q.

En una realizacidén adicional, el receptor de BAFF a partir
del cual el dominio extracelular o fragmento de unién a BAFF o
variante de unidén a BAFF del mismo es derivado es TACI, BR3 o
BCMA. Alternativamente, el antagonista de BAFF puede unir un
dominio extracelular de un BR3 de secuencia nativa en su regidn
de unién a BAFF para bloquear, inhibir o neutralizar, parcial o
totalmente, la unidén de BAFF a BR3 in vitro, in situ o in vivo.
Por ejemplo, tal antagonista indirecto es un anticuerpo anti-
BR3 gue se une en una regidén de BR3 que comprende los residuos
23-38 de BR3 humano como se define mds adelante (SEQ ID NO:26)
o0 una regién vecina de esos residuos de tal modo que la unidn
de BR3 humano a BAFF es estéricamente blogueada.

En algunas realizaciones, un antagonista de BAFF de acuerdo
con esta invencién incluye anticuerpos de BAFF e
inmunoadhesinas que comprenden un dominio extracelular de un
receptor de BAFF, o fragmentos y variantes del mismo que unen
BAFF nativo. En una realizacién adicional, el receptor de BAFF
a partir del cual el dominio extracelular o fragmento de unidn
a BAFF o variante de unidén a BAFF del mismo es derivado es
TACI, BR3 o BCMA. En aln otra realizacidén, la inmunoadhesina
comprende una secuencia de aminofcidos de aquélla de la Férmula
I o la Férmula II como se expuso anteriormente, incluyendo una
secuencia de aminodcidos seleccionada de una cualquiera del

grupo consistente en SEQ ID NOS: 19, 20, 21, 22, 23 y 24.
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De acuerdo con una realizacidn, el antagonista de BAFF se
une a un polipéptido BAFF o un polipéptido BR3 con una afinidad
de unién de 100 nM © mencs. De acuerdo con otra realizaciébn,
el antagonista de BAFF se une a un polipéptido BAFF o© un
polipéptido BR3 con una afinidad de unién de 10 nM o menos. De
acuerdo con aln otra realizacidén, el antagonista de BAFF se une
a un polipéptido BAFF © un polipéptidc BR3 con una afinidad de
unién de 1 nM ¢ menos.

Los términos "BR3",  ‘"polipéptido BR3" o ‘Yreceptor BR3"
cuando s8e usan en la presente abarcan "polipéptido BR3 de
gsecuencia nativa" y "variantes de BR3" (los cuales son
adicionalmente definidos en la presente). "BR3" ez una
designacidn proporcionada a aquellos peolipéptidos gue
comprenden la siguiente secuencia de'aminoécidos y homélogos de
la misma, y variantes o fragmentos de la misma que unen BAFF
nativo:

Secuencia de BR3 humano (SEQ ID NO:26):

1 MRRGPRSLRGRDAPAPTPCVPAECFDLLVRHCVACGLLRTPRPKPAGASSPAPRTALQPQ
61 ESVGAGAGEAALPLPGLLFGAPALLGLALVLALVLVGLVSWRRRQRRLRGASSAEAPDGD
121 KDAPEPLDKVIILSPGISDATAPAWPPPGEDPGTTPPGHSVPVPATELGSTELVITKTAG
181 PEQQ.

Los polipéptidos BR3 de la invencidn pueden ser aislados de
una variedad de fuentes, tales como de tipos de tejido humano o
de otra fuente, o preparados por métodos recombinantes y/o
sintéticos. El términc BR3 incluye 1los polipéptidos BR3
descritos en WO 2002/24909 y WO 2003/14294,

Un polipéptido BR3 de ‘"secuencia nativa" o "BR3 nativo"
comprende un polipéptide que tiene la misma secuencia de

aminoacidos que el polipéptido BR3 correspondiente derivado de
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la naturaleza. Tales polipéptidos BR3 de secuencia nativa
pueden ser aislados de la naturaleza o pueden ser producidos
por medios recombinantes y/o sintéticos. El término
"polipéptide BR3 de secuencia nativa" abarca especificamente
las formas truncadas, solubles o secretadas naturales (por
ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), 1las formas
variantes naturales (por ejemplo, formas alternativamente
divididas) y variantes alélicas naturales del polipéptido. Los
polipéptidos BR3 de la invencidn incluyen el polipéptido BR3
que comprende o consiste en la secuencia contigua de residuos
de aminofcido 1 a 184 de un BR3 humano (SEQ ID NO:26) .

Un "dominio extracelular" de BR3 o "ECD" se refiere a una
forma del polipéptido BR3 que est&d esencialmente libre de los
dominios citoplasmiticos y de transmembrana. Las formas ECD de
BR3 incluyen un polipéptido que comprende una cualquiera de las
secuencias de aminocacidos seleccionadas del grupo consistente
en los aminoacidos 1-77, 2-62, 2-71, 1l-61, 7-71, 23-38 y 2-63
de BR2 humano. La invencidén contempla unos antagonistas de
BAFF que son polipéptidos gque comprenden una cualquiera de las
formas EBECD antes mencionadas de BR3 humano y variantes vy
fragmentos de las mismas que unen un BAFF nativo.

Mini-BR3 es una regidén de nicleo de 26 residuos del dominio
de unién a BAFF de BR3, es decir, la secuencia de aminoécidos:
TPCVPAECFD LLVRHCVACG LLRTPR (SEQ 1D NO:27)

"Variante de BR3" significa un polipéptido BR3 gque tiene
por lo menos aproximadamente 80% de identidad de sgecuencia de
amincdcidos con la secuencia de aminodcidos de un BR3 de
longitud completa de secuencia nativa o ECD de BR3 y une un

polipéptido BAFF de secuencia nativa. Opcionalmente, 1la
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variante BR3 incluye un golo dominio rico en cisteina. Tales
polipéptidos variantes de BR3 incluyen, por ejemplo,
polipéptidos BR3 en los cuales uno o mas residuos de aminoacido
son afiadidos, © eliminados, en la terminacién N y/o C, asi como
dentro de uno o mas dominiogs internos, de la secuencia de
aminoacidos de longitud completa. Los fragmentos del ECD de
BR3 gue unen un polipéptido BAFF de secuencia nativa son
también contemplados. De acuerdo con una realizacidn, un
polipéptido variante de BR3 tendra por lo menos aproximadamente
80% de identidad de secuencia de aminodcides, por 1o menos
aproximadamente 81% de identidad de secuencia de aminoéacidos,
por lo menos aproximadamente 82% de identidad de secuencia de
aminoadcidos, por lo menos aproximadamente 83% de identidad de
secuencia de aminolcidos, por lo menos aproximadamente 84% de
identidad de secuencia de aminoacidos, por lo  menos
aproximadamente 8%5% de identidad de secuencia de aminoacidos,
por lo menos aproximadamente 86% de identidad de secuencia de
aminodcidos, por lo menos aproximadamente 87% de identidad de
secuencia de amino&cidos, por lo menos aproximadamente 88% de
identidad de gecuencia de aminodcidos, por lo menos
aproximadamente 89% de identidad de secuencia de amino&cidos,
por loc menos aproximadamente 920% de identidad de secuencia de
aminodcidos, por lo menos aproximadamente 91% de identidad de
secuencia de aminoAcidos, por lo menos aproximadamente 92% de
identidad de secuencia de amincdcidos, por lo menos
aproximadamente 93% de identidad de secuencia de amincacidos,
por lo menos aproximadamente 94% de identidad de secuencia de
aminodcidos, por lo menos aproximadamente 95% de identidad de

secuencia de amincdcidos, por lo menos aproximadamente 96% de
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identidad de secuencia de aminodcidos, por 1o menos
aproximadamente 97% de identidad de secuencia de aminc&cidoes,
por lo menos aproximadamente 98% de identidad de secuencia de
aminodcidos © por lo menos aproximadamente 99% de identidad de
secuencia de aminodcidos con un polipéptido BR3 humano © un
fragmento especificadeo del mismo (por ejemplo ECD). Los
polipéptidos variantes de BR3 no abarcan la secuencia del
polipéptido BR3 nativo. De acuerdo con otra realizacidén, los
polipéptidos variantes de BR3 tienen por lo menos
aproximadamente 10 aminodcidos de 1longitud, por lo menos
aproximadamente 20 aminodcidos de longitud, por lo menos
aproximadamente 30 aminoédcidos de longitud, por 1lo menos
aproximadamente 40 aminodcidos de longitud, por lo menos
aproximadamente 50 aminodcidos de longitud, por lo mencs
aproximadamente 60 aminodcidos de longitud o© por lo menos
aproximadamente 70 amincacidos de longitud.

En una realizacidén preferida, los antagonistas de BAFF en
la presente son inmunoadhesinas que comprenden una porcién de
BR3, TACI o BCMA gque une a BAFF, o variantes de las mismas que
unen a BAFF. En otras realizaciones, el'antagonista de BAFF es
un anticuerpo de BAFF. Un ‘"anticuerpo de BAFF" e3 un
anticuerpo que une a BAFF, y preferiblemente une a BAFF dentro
de una regidén del BAFF humano que comprende los residuos 162-
275 de la secuencia de BAFF humano descrita en la presente bajo
la definicién de "BAFF" (SEQ ID NO:16). En otra realizacién,
el antagonista de BAFF es un anticuerpo de BR3. Un "anticuerpo
de BR3" es un anticuerpo que une a BR3, y es preferiblemente
uno que une a BR3 dentro de una regién del BR3 humano que

comprende los residuos 23-38 de la secuencia de BR3 humano
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descrita en la presente bajo la definicién de "BR3" (SEQ 1ID
NO:26) . En general, las posiciones de amincacidos del BAFF
humano y el BR3 humano mencionadas en la presente estén de
acuerdo con la numeracidén de secuencia bajos BAFF humano y BR3
humano, SEQ ID NOS: 16 y 26; respectivamente, descritas en la
presente bajo las definiciones de "BAFF" y "BR3".

Otros ejemplos de polipéptides de unién a BAFF o
anticuerpos de BAFF pueden ser encontrados en, por ejemplo, WO
2002/092620, WO 2003/014294, Gordon Yy «col., Biochemistry
42(20):5977-5983 (2003), Kelley y col., J. Biol. Chem. 279
{16) :16727-16735 (2004), WO 1998/18921, WO 2001/12812, WO
2000/68378 y WO 2000/40716.

Un "inserto de empagque' es usado para hacer referencia a
las instrucciones usualmente incluidas en empaques comerciales
de productos terapéuticos, que contienen informacidén acerca de
las indicaciones, el uso, la dosificacién, la administracidn,
las contraindicaciones, otros productos terapéuticos a ser
combinados con el producto envasado vy/o advertencias con
respecto al uso de tales productos terapéuticos, etc.

Un "medicamento" es un fdrmaco activo para tratar el dafio
en la articulacidn o sus sintomas o efectos secundarios.

II. Terapia

En un aspecto, la presente invencidn proporciona un método
para tratar el dafic en una articulaciédn en un sujeto tal como
un paciente, gue comprende adminigtrar al sujeto un
antagonista, preferiblemente un anticuerpo, gue se une a un
marcador de superficie de célula B (de preferencia un

anticuerpo CD20) y evaluar por rayos X radiograficos si el
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gujeto ha mostrade una reduccidn en el dafic en la articulacidn
con el tratamiento.

Agsi, la invencidn contempla un método para tratar el dafio
en una articulacidén en un sujeto, gue comprende administrar al
sujeto un antagonista que se une a un marcador de superficie de
célula B y efectuar al sujeto, por lc menos aproximadamente un
mes después de la administracidn, una brueba radiografica que
mide una reduccidn en el dafio en la articulacidn en comparacidn
con la linea de base antes de la administracién, en donde 1la
cantidad de antagonista administrado es efectiva para lograr
una reduccidén en el dafic en la articulacién, indicando que el
sujeto ha sido tratado exitosamente para el dafio en la
articulacidn.

La invencidén también contempla un método para tratar el
dafio en una articulacién en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto un anticuerpo que se une a un marcador de
superficie de célula B y efectuar al sujeto, por lo menos
aproximadamente un mes después de la administracidn, una prueba
radicgrdfica que mide una reduccidén en el dafic en la
articulacidén en comparacién con la linea de base antes de 1la
administracidén, en donde la cantidad de anticuerpo administrado
es efectiva para lograr una reduccidn en el dano en la
articulacién, indicando que el sujeto ha sido tratado
exitosamente para el dafic en la articulacidn.

La invencidén también contempla un método para tratar el
dafic en una articulacidén en un sujeto, que comprende
administrar al sujetc un anticuerpo CD20 Yy éfectuar al sujeto,
por lo menos aproximadamente un mes después de la

administracidn, una prueba radiogrfica que mide una reduccidn
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en el dafio en la articulacidén en comparacidédn con la linea de
base antes de la administracidén, en donde 1la cantidad de
anticuerpo C€D20 administrado es efectiva para lograr una
reduccién en el dafio en la articulacidn, indicandoc gue el
sujeto ha sido tratado exitosamente para el dafioc en la
articulacidn.

En una realizacidn preferida, la prueba radiografica
después de administrar el antagonista ¢ anticuerpo, tal como un
anticuerpo CD20, ocurre por lo menos aproximadamente dos meses,
de preferencia por .1lo menos aproximadamente 10 semanas, de mas
preferencia por lo menos aproximadamente tres meses, de altn mas
preferencia por lo menos aproximadamente cuatro meses, de ain
mids preferencia por lo menos aproximadamente cinco meses, de
atn mads preferencia por lo menos aproximadamente 24 semanas, O
por lo menos aproximadamente seis meses, y de mayor preferencia
por lo menos aproximadamente 52 semanas después de administrar
el antagonista o anticuerpo. En otra realizacién preferida, la
prueba mide una calificacién Sharp modificada total.

En otra realizacidén preferida, el sujeto es tratado
nuevamente, por cuanto el método comprende adicionalmente
administrar a un sujeto un antagonista o© anticuerpo, tal como
un anticuerpo CD20, en una cantidad efectiva para lograr una
reduccidn continua o mantenida en el dafio en la articulacién en
comparacién con el efecto de una administracién previa del
antagonista o anticuerpo tal como el anticuerpo CD20. Asi, el
sujeto puede recibir una segunda dosificacién del antagonista o
anticuerpo y es evaluado por prueba radiografica por 1o menos
aproximadamente un mes (y preferiblemente mas de

aproximadamente dos meses, de preferencia aproximadamente 24
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semanas © aproximadamente seis meses) después de tal segunda
dogificacidén para determinar si la segunda dosificacién es
efectiva (es decir, si una cantidad efectiva del antagonista o
anticuerpo es administrada) para mantener los efectos de la
primera dogificacidén o mejorar la reduccidn en el dafio en la
articulacién en comparacidén con el efecto de 1la primera
dosificacidn. Este 1régimen de re-tratamiento puede ser
repetido mientras que se desee o sea necesaric para lograr o
mantener la reduccidén en el dafio en la articulacién, lo cual
indica un tratamiento exitoso del dafio en la articulacién.

En otra realizacidn, el antagonista o anticuerpo, tal como
un anticuerpoc CD20, es adicionalmente (continita siendo)
administrado al sujeto incluso si nco hay una mejoria clinica en
el sujeto en el momento de la prueba radiografica después de
una administracién previa, tal come la primera administracidn
del antagonista o© anticuerpo. En esta uUltima realizacidn,
preferiblemente la mejoria clinica es determinada evaluande el
nimero de articulaciones sensibles o hinchadas, el Indice de
Severidad de Evaluacidén de Soriasis, una evaluacién clinica
general del sujeto, evaluacidn de la tasa de sedimentacidén de
eritrocitos o evaluacidn de la cantidad de nivel de proteina C-
reactiva.

Para los fines de la invencién, la segunda exposicidn al
antagonista o anticuerpo para re-tratamiento es la siguiente
vez que el sujeto es tratado con el antagonigsta o, por ejemplo,
el anticuerpo CD20 después de la exposiciébn inicial al
anticuerpo, no habiendo un tratamiento o exposicidén intermedio
a antagconista o, por ejemplec, anticuerpo CD20 entre la

expogicidén inicial y la segunda exposicidén. Tal re-tratamiento
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puede ser programado © no programadeo, pero es preferiblemente
una redosificacidén programada, particularmente para proteger
del dafio a los oOrganos tales como los rifones. Si un
anticuerpo, especialmente un anticuerpo CD20, es empleado,
preferiblemente 1la segunda exposicién al anticuerpo es de
aproximadamente 0,5 a 4 gramos, de preferencia aproximadamente
1,5 a 3,5 gramos, de mas preferencia aproximadamente 1,5 a 2,5
gramos, la segunda exposicidén no siendo proporcicnada hasta
después de aproximadamente 20 a 35 semanas (preferiblemente
aproximadamente 23 a 30, de preferencia aéroximadamente 23 a 28
gemanas) de la exposicidén inicial.

El método contempla administrar al sujeto una cantidad
efectiva del antagonista o, por ejemplo, anticuerpo CD20 para
proporcionar una tercera exposicién al antagonista o anticuerpo

(si es un anticuerpo, de preferencia el anticuerpo CD20)

preferiblemente de aproximadamente 0,5 a 4 gramos, de
preferencia aproximadamente 1,5 a 3,5 gramos, de mas
preferencia aproximadamente 1,5 a 2,5 grames), la tercera

exposicidn no siendo proporcionada hasta después de
aproximadamente 46 a 60 semanas (preferiblemente
aproximadamente 46 a 55, de preferencia aproximadamente 46 a 52
gsemanas) de la exposicidn inicial. Preferiblemente, ninguna
exposicién adicional al antagonista o anticuerpo es
proporcionada hasta por lo menos después de aproximadamente 70-
75 semanas de la exposiciédn inicial, y de preferencia ninguna
exposicidn adicilonal al antagonista o anticuexrpo es
proporcionada hasta por lo menos después de aproximadamente 74

a 80 semanas de la exposicidn inicial.
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Cuando se emplea un anticuerpo, una cualguiera o mas de las
exposiciones al anticuerpo en la presente pueden ser
proporcionadas al sujeto como una sola dosis de anticuerpo, o
como dosis separadas, por ejemplo, aproximadamente 1-4 dosis
separadas del anticuerpo (por ejemplo, constituyendo unas dosis
primera y segunda, ¢ unas dosis primera, segunda y tercera, ©
unas dosis primera, segunda, tercera y cuarta, etc.). El
nimero particular de dosis (ya sea una, dos © tres © mas)
empleado para cada exposicién al anticuerpo depende, por
ejemplo, del tipo de dafio en la articulacidén tratadeo, el tipo
de anticuerpo empleado, si se emplea un segundo medicamento
como se indica mas adelante y de qué tipo y en gué cantidad, y
el método y la frecuencia de administracidén. Cuando unas dosis
separadas son administradas, la dOltima dosis (por ejemplo la
segunda o© tercera dosis) es preferiblemente administrada
después de aproximadamente 1 a 20 dias, de preferencia
aproximadamente 6 a 16 dias, y de mayor preferencia
aproximadamente 14 a 16 dias del momento en gque la dosis previa
fue administrada. Las dosis separadas son preferiblemente
administradas dentro de un periodo total de entre
aproximadamente 31 dia y ¢ semanas, de preferencia entre
aproximadamente 1 y 20 dias (por ejemplo, dentro de un periodo
de 6-18 dias). En tal aspecto, 1las dosis separadas son
administradas aproximadamente semanalmente, la sSegunda dosis
siendo administrada a aproximadamente una semana de la primera
dosis y cualquier dosis tercera o subsiguiente siendo
administrada aproximadamente una semana después de la segunda

dosis. Cada dosis separada del anticuerpo es preferiblemente
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de aproximadamente 0,5 a 1,5 gramos, de preferencia
aproximadamente 0,75 a 1,3 gramos.

En una realizacidén mids preferida, se proporciona un método
para tratar el dafio en la articulacién en un sujeto, gque
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un
anticuerpo que se une a un marcador de superficie de célula B
(por ejemplo, wun anticuerpo CD20) para proporcionar una
exposicién inicial al anticuerpo seguida por una segunda
exposicién al anticuerpo, en donde la segunda exposicidn no es
proporcionada hasta después de aproximadamente 16 a 54 semanas
de la exposicidén inicial y cada una de las exposiciones al
anticuerpo es proporcionada al sujeto como una dosis Gnica o
como dos o tres dosis separadas de anticuerpo.
Preferiblemente, en tal método, las exposiciones al anticuerpo
son de aproximadamente 0,5 a 4 gramos cada una, y de mayor
preferencia las cantidades proporcionadas anteriormente.

En una realizacidén, se proporcionan al sujeto por lo mencs
aproximadamente tres exposiclones del anticuerpo, por ejemplo
desde aproximadamente 3 hasta 60 exposiciones, y mas

particularmente aproximadamente 3 a 40 exposiciones, con mayor

particularidad aproximadamente 3 a 20 exposiciones.
Preferiblemente, tales exposiciones son administradas a
intervalog de 24 semanas cada uno. En una realizacidn, cada

exposicién al anticuerpo es proporcionada como una dosis unica
del anticuerpo. En una realizacidn alternativa, cada
exposicidén al anticuerpo es proporcionada como dosis separadas
- del anticuerpo. Sin embargo, no toda exposiciédn al anticuerpo
necesita ser proporcionada como una dosis Gnica o como dosis

separadas.
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En uné realizacién preferida, aproximadamente 2-3 gramos
del anticuerpe CD20 son adminigstrados como la exposicién
inicial. Si aproximadamente 3 gramos son administrades,
entonces aproximadamente 1 gramo del anticuerpo CD20 es
administrado semanalmente por aproximadamente tres semanas como
la exposicidén inicial. Si aproximadamente 2 Jgramos del
anticuerpo CD20 son administrados como la exposicidén inicial,
entonces se administra aproximadamente 1 gramos del anticuerpo
CD20 seguido en aproximadamente dos semanas por aproximadamente
otro gramo del anticuerpo como la exposicidédn inicial. En un
aspecto preferido, la segunda exposicidn es a aproximadamente
24 semanas o sSeis meses después de la exposicién inicial y es
administrada en una cantidad de aproximadamente 2 gramos. En
un aspecto preferido alternativo, la segunda exposicidn es
después de aproximadamente 24 sSemanas © seis meses de la
exposicién inicial y es administrada como aproximadamente 1
gramo del anticuerpo seguido, en aproximadamente dos semanas,
por aproximadamente otro gramo del anticuerpo.

En una realizacién preferida del método de exposiciones
miltiples en la presente, el sujeto estd en remisidn después de
la exposicién inicial o cualquier exposicién posterior al
antagonista o anticuerpo. De preferencia, el método de
exposiciones miltiples en la presente involucra una re-
dosificacién o un re-tratamiento programado de tal modo que el
sujeto esté en remisidén cuando se proporcione la segunda
exposicién y preferiblemente todas las exposiciones al
antagonista o anticuerpoc. Tal re-dosificacidén es programada
para prevenir cualguier relapso, recurrencia o daho orgénico, y

no para tratarlo terapéuticamente. De preferencia, el sujeto
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estd en remisidén por al menos 24 semanas © seis meses, y de mas
preferencia por lo menos aproximadamente nueve meses, Yy de
mayor preferencia por lo menos aproximadamente 52 semanas © un
afo desde la Ultima exposicidn al antagonista o© anticuerpo
usada en el método de re-tratamiento.

En aln otra realizacidn, el sujeto es tratado con el mismo
antagonista o anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20, por al
menos dos exposiciones al antagonista o anticuerpo, Yy
preferiblemente para cada exposicién al antagonista o
anticuerpo. Asi, las exposiciones inicial y segunda al
antagonista o anticuerpo son cen el mismo antagonista o
anticuerpo, es decir, el tratamiento para las primeras dos
exposiciones, y preferiblemente todas las exposiciones, es con
un tipo de antagonista o anticuerpo que se une a un marcador de
superficie de célula B, tal como un anticuerpo CD20, por
ejemplo todos con rituximab o tocdos c¢on el mismo 2H7
humanizado.

En todos los métodos de 1la invencidn expuestos en la
presente, el antagonista (tal como anticuerpo CD20 o marcador
de superficie de cé&lula B) puede ser no conjugado, tal como un
anticuerpo desnudo, o© puede ser conjugado con otra molécula
para una efectividad adicional, tal como, por ejemplo, para
mejorar la vida media. El anticuerpo CD20 preferido en la
presente en un anticuerpo CD20 gquimérico, humanizado © humano,
de preferencia rituximab, un 2H7 humanizado {(que comprende por
ejemplo las secuencias de dominio variable en SEQ ID NOS:2 y 8,
o es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de dominio
variable en SEQ ID NOS:39 y 40, o que comprende las secuencias

de dominio variable en SEQ ID NOS:32 y 33, o que comprende un
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dominio de cadena pesada variable con alteracidén N100A, o DS56A
y N10OA, o DS6A, N100Y y S100aR en SEQ ID NO:8 y un dominio de
cadena liviana variable con alteracién M32L, o S92A, o M32L y
S92A en SEQ ID NO:2), anticuerpo A20 quimérico o humanizado
(Immunomedics), anticuerpo CD20 humano HUMAX-CD20™ (Genmab), o
proteinas de cadena Unica gue se unen a CD20 (Trubion Pharm
Inc.). Se prefiere rituximab o un 2H7 humanizado.

En una realizacidn adicional de todos los métodos en la
presente, el sujeto nunca ha sido tratado previamente con uno o
mas medicamentos, tal como con un inhibidor anti-TNF-alfa, por
ejemplo un anticuerpc anti-TNF-alfa o de receptor anti-TNF-
alfa, para tratar, por ejemplo, la artritis, o con uno o mas
agentes inmunosupresores para tratar el dafio en la articulacidn
o una causa subyacente tal como un trastorno autoinmune, y/o
nunca ha gido tratado previamente con un antagonista (por
ejemplo un anticuerpo) a un marcador de superficie de célula B
{(por ejemplo, nunca ha sido tratado previamente con un
anticuerpo CD20). En tal realizacién, el sujeto nunca ha sido
tratado previamente con un anticuerpo de integrina anti-alfa 4
o modulador de co-estimulacidn, un agente bioldgice, un DMARD
diferente a MTX, excepto por azatioprina y/o leflunomida, una
terapia de deplecidn celular, incluyendo agentes de
investigacién (por ejemplo CAMPATH, anti-CD4, anti-CD5, anti-
CD3, anti-CD19, anti-CDlla, anti-CD22 o BLys/BAFF), una vacuna
viva/atenuada dentro de los 28 dias previos a la linea de base,
o glucocorticoides articulares o parenterales dentro de las 4
semanas previas a la linea de base.

En otro aspecto adicional, el sujeto puede haber tenido un

relapso en el dafio en la articulacidén o sufrido daflo organico
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tal como dafio del rinén antes de ser tratado en cualquiera de
los métodos anteriores, incluyendo después de la exposicidn
inicial o una expogicidn posterior al antagonista o anticuerpo.
Sin embargo, preferiblemente, el sujeto no ha tenido un relapso
en el dafio en la articulacién y de preferencia no ha tenido tal
relapso antes de por lo menos el tratamiento inicial.

En otra realizacidén, el antagonista (por ejemplo, el
anticuexrpo CD20) es el Unico medicamento administrado al sujeto
para tratar el dafic en la articulacién. En otra realizacidn,
el antagonista (por ejemplo, el anticuerpo CD20) es uno de los
medicamentos usados para tratar el dafio en la articulacidén. En
una realizacién adicional, el sujeto no tiene una malignidad,
incluyendo tumores sélidos, malignidades hematoldgicas o
carcinoma in situ (excepto por carcinoma de células basales o
células escomas de la piel que han sido extirpadas y curadas).
En otra realizacidén adicional, el sujetoc no tiene artritis
reumatocide (RA). En otro aspecto, el sujeto no tiene una
enfermedad autoinmune reumdtica diferente a RA, o complicacidn
sigtémica sgignificativa secundaria a RA (incluyendo, pero no
limitada a, vasculitis, fibrosis pulmonar o sindrome de Felty).
En otra realizacidén, el sujeto si tiene sindrome de Sjogren
secundario o vasculitis cutdnea limitada secundaria. En otra
realizacién, el sgujeto no tiene clase IV funcional segun lo
definido por la Clasificacidén ACR de la Condicidén Funcional en
RA. En una realizacién adicional, el sujeto no tiene una
enfermedad inflamatoria de 1la articulacidén diferente a RA

{incluyendo, pero no limitada a, gota, artritis reactiva,

artritis poxr soriasis, espondiloartropatia seronegativa,
enfermedad de Lyme), u otro trastorno autoinmune sistémico
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(incluyendo, pero no limitado a, lupus sistémico eritematoso,
enfermedad inflamatoria intestinal, esclerodermia, miopatia
inflamatoria, enfermedad del tejido conectivo mezclado, o
cualguier sindrome de superposicidén). En otra realizaciédn, el
sujeto no tiene artritis idiopatica juvenil (JIA) o RA juvenil
(JRA) y/o RA antes de 1los 16 afios de edad. En otra
realizacién, el sujeto no tiene una enfermedad cardiaca o
pulmonar significativa y/o no contreolada (incluyendo enfermedad
pulmonar obstructival, e} una enfermedad concomitante
significativa, incluyendo, pero no limitada a, trastornos del
sistema nervioso, renales, hepaticos, endocrinos e}
gastrointestinales, ni una inmuncodeficiencia primaria o
secundaria (historia de 1la wisma, © actualmente activa},
incluyendo una historia conocida de infeccidn por VIH. En otro
aspecto, el sujeto no tiene un trastorno neurcldgico (congénito
o adquirido), wvascular o sistémico que pudiera afectar a
cualquiera de las evaluaciones de eficacia, en particular dolor
e hinchazén de 1la articulacién (por ejemplc enfermedad de
Parkinson, pardlisigs cerebral, neuropatia diabética). En otra
realizacién adicional, el sujeto no tiene esclerosis miltiple.
En atn otra realizacién adicional, el sujeto no tiene lupus o
sindrome de Sjdégren. En aldn otra realizacidn, el sujeto no
tiene una enfermedad autcoinmune. En aln otro aspect§ de 1la
invencidén, el dafio en la articulacidén no estd asociado con una
enfermedad autoinmune o con una enfermedad autoinmune diferente
a la artritis, o con un riesgo de desarrollar una enfermedad
autoinmune o una enfermedad autoinmune diferente a la artritis.
Para los fines de estas Gltimas afirmaciones, una "enfermedad

autoinmune" en la presente es una enfermedad o un trastorno gque
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surge de, y estd dirigido contra, los propios tejidos u Srganos
de un individuo o un co-segregadc o manifestacidén del mismo o
condicidn resultante del mismo. Sin estar limitados por alguna
teoria en particular, las células B demuegstran un efecto
patogénico en las enfermedades autocinmunes humanas a través de
una multitud de trayectorias de mecanismos, incluyendo
produccidén de auto-anticuerpos, formacidén de complejos inmunes,
activacién de células dendriticas y T, sintesis de citocinas,
liberacidén de guimiocinas directas, y provisién de un nido para
la neo-linfogénesis ectdpica. Cada una de estas trayectorias
participa en grados diferentes en 1la patologia de las
enfermedades autoinmunes.

En una realizacidn preferida, el dafio en la articulacidn es
causado por artritis, aflojamiento aséptico de la articulacién
de implantes ortopédicos, ausencia de unidn de una fractura,
espondiloartropatiag, soriasis o enfermedad de Crohn. De
preferencia, el dafic en la articulacién es causado por
artritis, la cual es, de mds preferencia, artritis reumatoide,
osteoartritis, egspondilitis anquilosante o artritis por
soriasis.

En otras realizaciones adicionales, si el antagonista es un
anticuerpo, el anticuerpo es administrado de manera intravenosa
o subcutanea.

En unos aspectos preferidos adicionales, si el antagonista
es un anticuerpo, el anticuerpo es administrado en una dosis de
aproximadamente 0,4 a 4 gramos, de preferencia aproximadamente
1,5 a 3,5 gramog, de mas preferencia aproximadamente 1,5 a 2,5
gramos. BEn otro aspecto, el anticuerpo es preferiblemente

administrado en una dosigs de aproximadamente 0,4 a 1,3 gramos a
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una frecuencia de una a cuatro dosis dentro de un periodo de
aproximadamente un mes, de preferencia aproximadamente 500 mg a
1,2 gramos, de mas preferencia aproximadamente 500 mg o
aproximadamente 750 mg hasta aproximadamente 1,1 gramos, y de
mayor preferencia el anticuerpo es administrado en dos a tres
dosis. De alun mayor preferencia, el anticuerpo es administrado
dentro de un periodo de aproximadamente 2 a 3 semanas.

En otro aspecto preferido, el sujetc es de factor
reumatoide negativo. En otro aspecto, el sujeto es de factor
reumatoide positivo.

En otro aspecto preferido del método antes descrito, el
sujeto recibid metotrexato antes de la linea de base o inicio
del tratamiento. De preferencia, el metotrexato fue
administrado a una dosis de aproximadamente 10-25 mg/semana.
También, de preferencia, elvmetotrexato fue administrado por al
menos aproximadamente 12 semanas antes de la linea de base, vy
de mas preferencia el metotrexato fue administrado a una dosis
estable por las 1Ultimas cuatro semanas antes de la linea de
base. En otras realizaciones, el metotrexatc fue administrado
de manera peroral © parenteral.

En realizaciones particularmente preferidas del wmwétodo
identificado anteriormente, el dafic en 1la articulacién es
causado por artritis reumatoide y el sujeto ha exhibido una
respuesta inadecuada a uno o mé&s. inhibidores anti-factor de
necrosis tumoral (INF), y/o se administra metotrexato al sujeto
junto con el antagonista, por ejemple el anticuerpo CD20, y/o
el antagonista es un anticuerpo CD20 que es administrado a una
dosis de aproximadamente 1000 mg x 2 en los dias 1 y 15 de

manera intravenosa al inicio del tratamiento.

109



En otras realizaciones adicionales, la invencidn
proporciona un método para monitorear el tratamiento del darfio
en una articulacidén en un sujeto, que comprende administrar al
sujeto una cantidad efectiva de un antagonista a un marcador de
superficie de célula B (tal como un anticuerpo al mismo,
incluyendo un anticuerpo CD20) y medir por radiografia, después
de‘por lo menos aproximadamente un mes de la administraciédn, si
el dafic en la articulacién ha sido reducido sobre la linea de
base antes de 1la administracidén, en donde una disminucién
versus la linea de bage en el sujeto después del tratamiento
indica que el antagonista o anticuerpc, tal como el anticuerpo
CD20, esté teniendo un efecto sobre el dafio en la articulacidn.
Preferiblemente, el grado de reduccidén versus la linea de base
es medido una segunda vez después de la administracidén del
antagonista o© anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20.
También, preferiblemente, la medicidn es efectuada después de
por lo menos aproximadamente 24 semanas de la administracidn.

También se incluye en la prxesente un método para
monitorizar el tratamiento del dafic en una articulacidén en un
sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de wun antagonista a un marcador de superficie de
célula B (tal como un anticuerpe al mismo, incluyendo un
anticuerpo CD20) y medir por radiografia, después de por 1lo
menos aproximadamente 52 semanas de la administracién, si el
dafic en la articulacidén ha sido reducido sobre la linea de base
antes de la administracidén, en donde una disminucidén versus la
linea de base en el sujeto después del tratamiento indica que
el antagonista o anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20, estéa

teniendo un efecto sobre el dafic en la articulacidn.
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Preferiblemente, el grado de reduccidn versus la linea de base
es medido una segunda vez después de la administracidén del
antagonista o anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20.

En otro aspecto adicional, 1la invencidn proporciona un
método para determinar si se continda administrande un
antagonista a un marcador de superficie de célula B (tal como
un anticuerpo al mismo, incluyendo un anticuerpo CD20} a un
sujeto con dafic en una articulacidén, que comprende medir por
radiografia la reduccién en el dafio en la articulacidn en el
sujeto después de la administracidén del antagonista, tal como
un anticuerpo CD20, una primera vez, medir por radiografia la
reduccidén en el dafio en la articulacidédn en el sujeto después de
la administracién del antagonista, tal como un anticuerpo CD20,
una segunda vez, comparar las calificaciones radiograficas en
el sujeto en la primera vez y en la segunda vez, y 8i la
calificacién en la segunda vez es inferior a la primera vez,
continuar la administracidén del antagonista o anticuerpo, tal
como el anticuerpo CD20.

En otra realizacién adicional, se incluye un paso en el
método de tratamiento para probar la respuesta del sujeto al
tratamiento después del paso de administracidén para determinar
que el nivel de respuesta sea efectivo para tratar el dafio en
la articulacién. Por ejemplo, un paso es incluido para probarx
la calificacién radiogréfica después de la administracidn y
compararla con una calificacidén radicografica de linea de base
obtenida antes de la administracién para determinar si el
tratamiento es efectivo midiendo si ha cambiado, y en cuénto.
Esta prueba puede ser repetida en varios intervalogs de tiempo

programados ¢ no programados después de la administracién para
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determinar el mantenimiento de cualquier remisién parcial o
completa. Alternativamente, 1los métodos en la presente
comprenden un paso de prueba del sujeto, antes de la
administracién, para ver s8i uno o mas biomarcadores o sintomas
estdn presentes para un dafio en una articulacidn, como se
expuso anteriormente. En otro métcdo, un paso puede ser
incluido para verificar la historia clinica del sujeto, como se
detalld anteriormente, por ejemplo para descartar infecciones o
malignidades como causas, por ejemplo causas primarias, de la
condicién del sujeto, antes de administrar el anticuerpo o
antagonista al sujeto. Preferiblemente, el dano en la
articulacién es primario (es decir, la enfermedad principal), y
no es secundario, tal como secundarioc a infeccidn o malignidad,
vya sean tumores sélidos o liguidos.

En una realizacidn de todos los métodos en la presente,
ningin otro medicamento, aparte del antagonista tal como el
anticuerpo CD20, es administrado al sujeto para tratar el dano
en la articulacién.

En cualquiera de los métodos en la  presente,
preferiblemente se puede administrar al sujeto, junto con el
antagonista o anticuerpo que se une a un marcador de superficie
de célula B, una cantidad efectiva de un segundo medicamento
(en donde el antagonista o anticuerpo gue s8e une a un marcador

de superficie de célula B {por ejemplo el anticuerpo CD20) es

un primer medicamento). El segundo medicamento puede ser uno o
mas medicamentos, e incluyen, por ejemplo, un agente
inmunosupresor, un antagonista de <c¢itocina tal como un

anticuerpo de <c¢itocina, factor del crecimiento, hormona,

integrina, antagonista o anticuerpo de integrina, o cualquier
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combinacién de los mismos. El tipo de tal segundo medicamento
depende de varios factores, incluyendo el tipo de dafio en la
articulacidn, la severidad del dafioc en la articulacién, 1la
condicién y edad del sujeto, el tipo y la dosis del primer
medicamento empleado, etc.

Unos ejemplos de tales medicamentos adicionales incluyen un
medicamento de la «clase de los interferones tal como
interferdén-alfa {por ejemplo, de Amarillo Biosciences, Inc.),
IFN-beta-1a (REBIF' y AVONEX®) o IFN-beta-1b ({BETASERON'), un

oligopéptido tal como acetato de glatiramer (COPAXONE'), un

ligando CD40-CD40 bloqueador de agente, un agente
inmunosupresor (tal como mitoxantrona (NOVANTRONE') ,
metotrexato, ciclofosfamida, clorambucil, leflunomida Y
azatioprina), inmunoglobulina intravenosa (gamma globulina),

terapia de deplecidén de linfocitos (por ejemplo, mitoxantrona,
ciclofosfamida, anticuerpos CAMPATH™, anti-CD4, cladribina, un
constructo de polipéptido con por 1lo mencs dos dominios dque
comprenden un antigeno autorreactivo desinmunizado o© su
fragmento que es especificamente reconccido por los receptores
Ig de las células B autorreactivas (WO 2003/68822), irradiacidn
corporal total, transplante de médula 6sea), antagonista o
anticuerpo de integrina (por ejemplc un anticuerpo LFA-1 tal
como efalizumab/RAPTIVA" disponible en el comercio  de
Genentech, o© un anticuerpo de integrina alfa 4 tal como
nat:alizumab/.‘A‘AAI\ITEGREL\I'jp disponible de Biogen, u otros como se
indicé anteriormente), medicamentos que tratan los sintomaé
secundarios o relacionados con el dafio en la articulacidn tal
como aquéllos indicados en la presente, esteroide tal como

corticosteroide (por ejemplo prednisolona, metilprednisolona
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tal como SOLU-MEDROL™ succinato de sodio de metilprednisolona
para inyeccidén, prednisona tal como prednisona a baja dosis,
dexametasona, o glucocorticoide, por ejemplo por inyeccidn a la
articulacién, incluyendo terapia de corticosteroide sistémica),
terapia de inmunosupresidén sin deplecién de linfocitos (por
ejemplo MMF o ciclosporina), medicamento de disminucién del
colesterol de la clase de 1las Testatinas" (gque incluye
cerivastatina (BAYCOL™), fluvastatina {(LESCOL™), atorvastatina
(LIPITOR™), lovastatina (MEVACOR™), pravastatina (PRAVACHOL™)
y simvastatin (ZOCOR™)), estradiol, testosterona (opcionalmente
a dosificaciones elevadas; Stuve y col., Neurology 8:290-301
(2002)), andrégeno, terapia hormonal de reemplazo, un inhibidor
de TNF tal como un anticuerpo a TNF-alfa, DMARD, NSAID,
plasmaferesis o] intercambio plasmatico, trimetoprim-
sul fametoxazol (BACTRIM™, SEPTRA™), micofenoclate mofetil,
blogqueadores H2 o inhibidores de bomba de protones (durante el
uso de terapia inmunosupresora potencialmente ulcerogénica),
levotiroxina, ciclosporina A (por ejemplo SANDIMMUNE®), andlogo
de somatastatina, un DMARD o NSAID, antagonista de citocina tal
como anticuerpo, antimetabolito, agente inmunosupresor, cirugia
de rehabilitacién, radioyodo, tiroidectomia, antagonista de
BAFF tal como anticuerpos de BAFF o BR3 o inmunocadhesinas,
receptor anti-CD40 o ligando anti-CD40 (CD154) ,
antagonista/anticuerpo de receptor anti-IL-6, otro antagonista
o anticuerpo de superficie de célula B tal como un 2H7
humanizado u otro anticuerpo (D20 humanizade o humano con
rituximab; blogueadores de IL-1, tales como rHUIL-1Ra (Amgen-
Synergen}) e inhibidor I-1iB del &cido tiaprofénico (Hoechst); y

modificadores co-estimulantes, tales como ORENCIA® (abatacept)
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(Bristol-Myers Squibb}; enlimomab (anticuerpc monoclonal anti-
ICAM-1); CDO-855 (anticuerpo humano, que se une especificamente
a una regién del complejo MHC Clase II, Celltech}); CH-3298
{(Chiroscience) ; acemetacina {(Merck) ; GW353430 {anticuerpo
monoclonal anti-CD23, Glaxo Wellcome); GR 252025 (inhibidor de
COX02, Glaxo Wellcome); 4162W94 (anticuerpo humanizado anti-
CD4; Glaxo Wellcome); azatioprina (DMARD, Glaxo Wellcome);
penicilamina y fenoprofeno (Eli Lilly); etc.

Tales medicamentos preferidos son un antibidtico, anti-
integrina, gammaglobulina, un agente de control del dolor, un
antagonista de integrina, anti-CD4, cladribina, trimetoprim-
sulfametoxazol, un blogqueador H2, wun inhibidor de bomba de
protones, ciclosporina, medicamento de disminucidén del
colesterol de la clase de las egstatinas, estradiol,
testosterona, andrdgeno, terapia hormonal de reemplazo, un
inhibidor de TNF tal como un inhibidor de TNF-alfa, DMARD,
NSAID (para tratar, por ejemplo, sintomas misculo-
esqueléticos), levotiroxina, ciclosporina A, andlogo de
somatastatina, antagonista de citocina (incluyendo antagonista
de receptor de citocina), antimetabolitc, antagonista de BAFF
tal como un anticuerpo de BAFF o© anticuerpo de BR3,
especialmente un anticuerpo de BAFF, agente inmunosupresor tal
como metotrexato © un corticosteroide, un bisfosfonato, una
hormona y otro anticuerpo de marcador de superficie de célula
B, tal como una combinacién de rituximab y un 2H7 humanizado u
otro anticuerpo CD20 humanizado.

Tales medicamentos mas preferidos son un antibidético, un
agente inmunosupresor tal como metotrexato o un

corticosteroide, un DMARD, un agente de control del dolor, un
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antagonista de integrina, un NSAID, un antagonista de citocina,
un bisfosfonato o una hormona, © una combinacidén de los mismos.

En una realizacidn particularmente preferida, el segundo
medicamento es un DMARD, el cual es preferiblemente
geleccionado del grupo consistente en auranofina, cloroquina,
D-penicilamina, oro inyectable, oro oral, hidroxicloroquina,
sulfagsalazina, miocrisina y metotrexato.

En otra realizacidén de este tipo, el segundo medicamento es
un NSAID, el cual es preferiblemente seleccionado del grupo
consistente en: ©pentasa, mesalazina, asacol, fosfato de
codeina, benorilato, fenbufeno, naprosina, diclofenac, etodolac
e indometacina, aspirina e ibuprofeno.

En otra realizécién de este tipo, el segundo medicamento es
un agente de control del dolor, el cual es preferiblemente
gelecciconado del grupo consistente en: paracetamol ¥
dextropropoxifeno.

En una realizacién adicional de este tipo, el segundo
medicamento es un agente inmunosupresor, el cual es
preferiblemente seleccionado del grupo consistente en
etanercept, infliximab, adalimumab, lefluncmida, anakinra,
azatioprina, metotrexato y ciclofosfamida.

En otras realizaciones preferidas, el segundo medicamento
es seleccionado del grupo consistente en OPG, etanercept,
infliximab, etanercept, adaiimumab, kinaret, raptiva,
osteoprotegerina (OPG) , RANKFcC, anti-RANKL, pamidronato,
alendronato, actonel, zolendronatc, clodronato, metotrexato,
azulfidina, hidroxicloroquina, doxiciclina, leflunomida,
sulfasalazina (SSZ), prednisolona, antagonista de receptor de

interleucina-1, prednisona y metilprednisolona.
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En otras realizaciones preferidas, el segundo medicamento
es selecciconado del grupo consistente en infliximab, una
combinacidén de infliximab/metotrexato (MTX), etanercept, un
corticosteroide, ciclogporina A, azatioprina, auranofina,
hidroxicloroquina (HCQ), combinacién de prednigolona, MTX vy
8872, combinaciones de MTX, 8SZ vy HCQ, la combinacidn de
ciclofosfamida, azatioprina y HCQ, y la combinacidén de
adalimumab con MTX. Si el segundo medicamento ez un
corticosteroide, preferiblemente es prednisona, prednisoclona,
metilprednisolona, hidrocortisona o dexametasona. También,
preferiblemente, el corticosteroide es  administradeo en
cantidades menores gue aguéllas usadas si el anticuerpo CD20 no
es administrado a un sujeto tratado con un corticosteroide. De
mayor preferencia, el segundo medicamento es metotrexato.

Todos estos segqundos medicamentos pueden ser usados en
combinacién unos con otros o por si mismos con el primer
medicamento, de modo gque la expresidén "segundo medicamento",
segln se usa en la presente, no significa que es el {nico
medicamento aparte del primer medicamento, respectivamente.
Asi, el segundo medicamento no necesita ser un medicamento,
sino que puede constituir o comprender mas de un medicamento de
este tipo.

Estos segundos medicamentos como se exponen en la presente
son generalmente usados en las mismas dosificaciones y con las
rutas de administracidén como sge usaron anteriormente en la
presente o aproximadamente desde 1 hasta 99% de las
dosificaciones empleadas hasta la fecha. Si tales segundos
medicamentos son  usados, son preferiblemente usados en

cantidades menores que si el primer medicamento no estuviera
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presente, especialmente en dosgificaciones subsiguientes més
alld de la dosificacidn inicial con el primer medicamento, de
modo a eliminar o reducir los efectos secundarios causados por
los mismos.

Para 1los métodos de re-tratamiento descritos en la
presente, cuando un segundo medicamento es administrado en una
cantidad efectiva con una exposicién al antagonista o
anticuerpo, puede ser administrado con cualquier exposicidn,
por ejemplo solamente con una exposicién o con mas de una
exposicidn. En una realizacidén, e} segundo medicamento es
administrado con la exposiciédn inicial. En otra realizacién,
el segundo medicamento es administrado con las exposiciones
inicial y segunda. En una realizacidén adicional, el segundo
medicamento es administrado con todas las exposiciones. Se
prefiere que, después de la exposicidén inicial, tal como de
egteroide, la cantidad de tal segundo medicamento sea reducida
o eliminada de modeo a reducir la exposicién del sujeto a un
agente con efectos secundarios tales como prednisona,
prednisclona, metilprednisolona y ciclofosfamida.

La administracién combinada de un segundo medicamento
incluye 1la co-administracién (administracién concurrente),
usando formulaciones separadas. © una sola formulacién
farmacéutica, vy la administracién consecutiva en cualguier
orden, en donde preferiblemente hay cierto periodo de tiempo
mientras que ambos agentes activos o medicamentos (o todos
ellos) ejercen simultineamente sus actividades bicldgicas.

El'anticuerpo o antagonista en la presente es administrado
por cualquier medio adecuado, incluyendo administracidn

parenteral, tépica, subcutdnea, intraperitoneal, intrapulmonar,
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intranasal y/o intralesional. Las 1infusiones parenterales
incluyen administracidén intramuscular, intravenosa {1.v.),
intraarterial, intraperitoneal o subcutdnea. La administracién
intratecal es también contemplada (véase, por ejemplo, EE.UU.
2002/0009444, Grillo-Lbépez, Una administracidn intratecal
relevante de un anticuerpo CD20). Ademés, el anticuerpo o
antagonista puede sSer convenientemente administrade por
infusién de pulsos, por ejemplo con dosis declinantes del
anticuerpo ¢ antagonista. Preferiblemente, la dosificacidn es
proporcionada de manera intravenosa o subcuténea, Yy de
preferencia por una o mas infusiones intravenosas.

Si ge proporcionan miltiples exposiciones del anticuerpo,

cada exposicién puede ser proporcionada usando el mismo medio

de administraciédn o unc diferente. En una realizacidn, cada
exposicidén es por administracién intravenosa. En otra
realizacidn, cada expesicidn es proporcionada por
administracién subcuténea. En aln otra realizacidén, - las

exposiciones son proporcionadas por administracidn intravenosa
y subcuténea.

En una realizacidn, el anticuerpo CD20 es administrado como
una infusién intravenosa lenta en vez de un pulso © bolo
intravenoso. Por ejemplo, un esteroide tal como prednisolona o
metilprednisolona (por ejemplo aproximadamente 80-120 mg i.v.,
mas especificamente aproximadamente 100 mg i.v.) es
administrado aproximadamente 30 minutos antes de cualquier
infusién del anticuerpo CD20. El anticuerpo CD20 es, por
ejemplo, introducidc por infusién a través de una linea

dedicada.
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Para la dosis inicial de una exposicién de dosis miltiples
al anticuerpo CD20, o para la dosis UOnica si la exposicidn
invoelucra solamente una dosis, tal infusidén es preferiblemente
comenzada a una tasa de aproximadamente 50 mg/hora. Esta puede
ser intensificada, por ejemplo a una tasa de incrementos de
aproximadamente 50 mg/hora aproximadamente cada 30 minutos
hasta un maximo de aproximadamente 400 mg/hora. Sin embargo,
si el sujeto estd experimentando una reaccién relacionada con
la infusién, la tasa de infusidn es preferiblementé reducida,
por ejemplo, hasta la mitad de la tasa actual, por ejemplo
desde 100 mg/hora hasta 50 mg/hora. Preferiblemente, la
infusién de tal dosis de anticuerpo CD20 (por ejemplo una dosis
total de aproximadamente 1000 mg) es completada en
aproximadamente 255 minutos (4 horas y 15 minutos).
Opcionalmente, los sujetos reciben un tratamiento profilactico
de acetaminofén/paracetamol (por ejemplo aproximadamente 1 g) y
difenhidramina HCl (por ejemplo aproximadamente 50 mg © una
dosis equivalente de un agente similar) por la boca
aproximadamente 30 a 60 minutos antes del comienzo de una
infusién.

Si se proporciona mas de una infusién (dosis) del
anticuerpc CD20 para lograr la exposicién total, las infusiones
segunda o subsiguientes de anticuerpo CD20 en esta realizacidn
de infusiones son preferiblemente comenzadas a una tasa
superior a la infusién inicial, por ejemplo a aproximadamente
100 mg/hora. Esta tasa puede ser intensificada, por ejemplo a
una tasa de incrementos de aproximadamente 100 mg/hora

aproximadamente  cada 30 minutos hasta un maximo de

aproximadamente 400 mg/hora. Los sujetos que experimentan una
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reaccién relacionada con la infusidén tienen preferiblemente 1la
tasa de infusidén reducida a la mitad de esa tasa, por ejemplo
desde 100 wmg/hora hasta S0 wmg/hora. Preferiblemente, 1la
infusidén de tal dosis segunda o subsiguiente de anticuerpo CD20
(por ejemplo una dosis total de aproximadamente 1000 mg) es
completada en aproximadamente 135 minutos (3 horas y 15
minutos) .

En otra realizacidén, se proporciona un método para tratar
el dafio en una articulacidén en un sujeto, gque comprende
administrar al sujeto wun antagonista a un marcador de
guperficie de célula B, tal como un anticuerpo al mismo, por
ejemplo un anticuerpo CD20, y efectuar al sujeto, por lo menos
aproximadamente 52 semanas después de la administracidén, una
prueba radiografica que mide una reduccién en el dafio en la
articulacién en comparacién con una linea de base antes de la
administracién, en donde la cantidad de antagconista o
anticuerpo, tal como anticuerpo CD20, administrada es efectiva
para lograr una reduccién en el dafio en la articulacidn,

indicando que el sujeto ha sido tratado exitosamente.

En este método, preferiblemente 1la prueba mide una
calificacién Sharp modificada total. En otra realizacidn
preferida, el antagonista es un anticuerpo CD20. De

preferencia, el anticuerpo CD20 es rituximab o es un 2H7
humanizado que comprende las secuencias de dominio variable en
SEQ ID NOS:2 y 8, o es 2H?7 humanizado gue comprende las
secuencias de dominio variable en SEQ ID NOS:39 y 40, o es 2H7
humanizado que comprende las secuencias de dominic variable en
SEQ ID NOS:32 y 33, o es 2H7 humanizado que comprende un

dominio de cadena pesada variable con alteracidén N10OA, o D56A
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y N100A, o DS6A, N100Y y S$100aR en SEQ ID NO:8 y un dominio de
cadena liviana variable con alteracidén M32L, o S$92A, o M32L y
S592A en SEQ ID NO:2.

En otra realizacién preferida, el dafio en la articulacién
es causado por artritis, preferiblemente RA, y de preferencia
RA temprana activa. En otra realizacién preferida, el sujeto
ne ha sido tratado previamente con un agente inmunosupresor
antes de la administracidén de una primera dosis de antagonista
o anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20, en el método de
tratamiento. En una realizacidén preferida, el antagonista o
anticuerpo es administrado en una dosgis de aproximadamente 0,4
a 4 gramos, y de preferencia el antagonista o anticuerpo es
administrado en una dosis de aproximadamente 0,4 a 1,3 gramos a
una frecuencia de una a cuatro dosis dentro de un periodo de
aproximadamente un mes. De mas preferencia, 1la dosis es
aproximadamente S00 mg a 1,2 gramos, y en otras realizaciones
es aproximadamente 750 mg a 1,1 gramos. En tales aspectos, el
antagonista o anticuerpo es preferiblemente administrade en dos
a tres dosis, y/o es administrado dentro de un periode de
aproximadamente 2 a 3 semanas.

En otro aspecto, tal método comprende adicionalmente re-
tratar al sujeto proporcionando al sujeto una administracidn
adicional del antagonista, tal como el anticuerpo CD20, en una
cantidad efectiva para lograr una reduccidn continua o
mantenida en el dafic en la articulacidé4n en comparacidn con el
efecto de una administracién previa del antagonista o
anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20. En un aspecto de esta
realizacidn, el antagonista o anticuerpo, tal como el

anticuerpo CD20, es administrado adicionalmente al sujeto
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incluso si no hay mejoria clinica en el sujeto en el momento de
la prueba radiogrdfica después de una administracidén previa.
El re-tratamiento puede ser comenzado por io menos
aproximadamente 24 semanas después de la primera administracién
del antagonista tal como el anticuerpo CD20, y uno © mas re-
tratamientos adicionales son opcionalmente comenzados. En otra
realizacién, el re-tratamiento adicional es comenzado por lo
menos aproximadamente 24 semanas después de la segunda
administracidén del antagonista tal como el anticuerpo CD20. En
un aspecto preferido adicional, el daflo en la articulacién ha
sido reducido después del re-tratamiento en comparacién con la
extensién del dafio en la articulacién después de la primera
evaluacién radiografica.

Preferiblemente, en este método, con respeéto a 1la
evaluacidén aproximadamente a las 52 semanas, un segundo
medicamento es administrado en una cantidad efectiva, en donde
el antagonista o anticuerpo, tal como el anticuerpo CD20, es un
primer medicamento. En un aspecto, el segundo medicamento es
mas de un medicamento. En otro aspecto, el segundo medicamento
es un antibidtico, un agente inmunosupresor, un medicamento
anti-reumatico modificador de la enfermedad (DMARD), un agente
de control del dolor, un antagonista de integrina, un
medicamento anti-inflamatorio no egsteroide (NSAID), un
antagonista de citocina, un bisfosfonato © una hormona, o una
combinacién de los mismos, de'nmyor preferencia metotrexato.
El sujetc puede ser de factor reumdtico negativo o positivo.
También, preferiblemente, el antagonista tal como el anticuerpo
CD20 es administrade de manera intravenosa o subcuténea, de

mayor preferencia intravenosa,
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Sigue una discusién de unos métodos para producir,
modificar y formular tales anticuerxpos.

III. Produccidn de Anticuerpos

Los métodogs y articulos de elaboracidén de 1la presente
invencidén usan, © incorporan, un anticuerpo gue se une a un
marcador de superficie de célula B, especialmente uno gue se
une a CD20. Por consiguiente, unos métodos para generar tales
anticuerpcs seran descritos aqui.

El antigeno CD20 a ser usado para la produccién de, o el
despistaje de, unc ¢ mds anticuerpos puede ser, por ejemplo,
una forma soluble de CD20 © una porcidén del mismo, gue contiene
el epitope deseado. Alternativamente, o adicionalmente, unas
células que expresan (D20 en su superficie celular pueden ser
usadas para la generacién, o el despistaje, de uno o mas
anticuerpos. Otras formas de CD20 tUtiles para generar
anticuerpos seréin evidentes para aquéllos versados en el arte.

Sigue una desgcripcidén con respecto a unos ejemplos de
técnicas para la produccidén de los anticuerpos usados de
acuerdo con la presente invencién.

(1) Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales son preferiblemente
desarrollados en animales por miltiples inyecciones subcuténeas
(s.c.) o intraperitoneales (i.p.} del antigeno pertinente y un
adyuvante. Puede ser Gtil conjugar el antigeno pertinente a
una protefina que es inmunogénica en la especie a ser
inmunizada, por ejemplo hemocianina limpet clave, albimina de
suero, tirocglobulina bovina o inhibidor de tripsina de granc de
soya usando un agente bifuncional o de derivacidn, por ejemplo

éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacidén a
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través de residuos de cisteina), N-hidroxiguccinimida (a través
de residuos de 1lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico,
SOCl, o R!N=C=NR, en donde R y R' son grupos alquilo diferentes.

Los animales son inmunizados contra el antigeno, conjugados
inmunogénicos o derivados combinando, por ejemplo, 100 pg o 5
ng de la proteina o conjugado (para conejos o ratones,
respectivamente) con 3 volumenes de adyuvante completo de
Freund e inyectando la solucidén de manera intradérmica en
miltiples sitios. Un mes después los animales son reforzados
con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado
en adyuvante completo de Freund por inyeccidén subcuténea en
maltiples sitios. Siete a catorce dias después los animales
son sangrados y el suero es ensayado para determinar el titulo
de anticuerpo. Los animales son reforzados hasta la nivelacidn
del titulo. Preferiblemente, el animal es reforzado con el
conjugado del mismo antigeno, perxo conjugado a una proteina
diferente vy/o a través de un reactivo de enlazamiento
transversal diferente. Los conjugados pueden ser también
elaborados en cultivo celular recombinante como fusiones de
proteinas. También, unos agentes de agregacidén tales como
alumbre son convenientemente usados para mejorar la respuesta
inmune.

(ii) Anticuerpog monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son obtenidos a partir de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacidén son
idénticos y/o unen el mismo epitope excepto por variantes
posibles que surgen durante la produccién del anticuerpo

monoclonal, tales variantes estando generalmente presenteg en
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cantidades menores. Asi, el modificador "monoclonal" indica el
cardcter del anticuerpo como no siendo una mezcla de
anticuerpos distintos o policlcnales.

Por ejemplo los anticuerpos monoclonales pueden ser
elaborados usando el método de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler y col., Nature, 256:495 (1975), o pueden sger
elaborados por métodos de ADN recombinante (Patente de EE.UU.
N° 4.816.567).

En el método de hibridoma, un ratdn u otro animal huésped
apropiado, tal como un hamster, es inmunizado como se deseribid
anteriormente para producir linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos gque se unen especificamente a
la proteina usada para la inmunizacién. Alternativamente, los
linfocitos pueden ser inmunizados in vitro. Los linfocitos son
entonces fusionados con células de mieloma usando un agente de
fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una
célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)}).

Las células de hibridoma asi preparadas son sembradas vy
desarrolladas en un medio de cultivo adecuado gque contiene
preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento
o la supervivencia de las células de mieloma originales, no
fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma originales
carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los
hibridomas incluird tipicamente hipoxantina, aminopterina ¥y
timidina (medio  HAT), dichas sustancias impidiendo el

crecimiento de células deficientes de HGPRT.
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Las células de mieloma preferidas son aquéllas que se
fusionan eficientemente, soportan una produccidn estable de
alto nivel de anticuerpo por las células seleccionadas de
produccién de anticuerpos, y son sensibles a un medio tal como
el medio HAT. Entre éstas, las lineas celulares de mieloma
preferidas son las 1lineas de wmieloma murino, tales como
aquéllas derivadas de tumores de ratdén MOPC-21 y MPC-11
disponibles del Centro de Distribucién de Células del Instituto
Salk, San Diego, Califormnia, EE.UU., y las células SP-2 o X63-
Ag8-653 disponibles de la Coleccidén Americana de Cultivos Tipo,
Rockville, Maryland, EE.UU. Unas lineas celulares de mieloma
humano y heteromieloma de ratdén-humano también han sido
descritas para la produccidén de anticuerpos monoclonales
humanos (Kozbor, J. Immuncl., 133:3001 (1984); Brodeur y col.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63 {Marcel Dekker, Inc., New York, 13987)).

Un medio de cultivo en el cual las células de hibridoma
estdn creciendo es ensayado para determinar la produccidn de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno.
Preferiblemente, la especificidad de unién de los anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma es
determinado por inmunoprecipitacién o por un ensayo de unién in
vitro, tal como un radiocinmunoensayo (RIA) O un ensayo
inmunoabsorbente enlazado a eﬁzima (ELISA) .

La afinidad dg unidén del anticuerpo monoclonal puede ser
determinada, por ejemplo, por el an&dlisis Scatchard de Munson y
col., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de que se identifican las células de hibridoma que

producen anticuerpos de 1la especificidad, afinidad v/o
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actividad deseada, los clones pueden ser subclonados limitando
los procedimientos de dilucidén y desarrollados por métodos
egténdar {Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp.59-103 {Academic Press, 1986)). Unos medios de
cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medio D-
MEM o RPMI-1640. Ademds, las células de hibridoma pueden sexr
desarrclladas in vivo como tumcores ascites en un animail.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones
son convenientemente separados del medio de cultivo, fluido
ascites o] suero pox procedimientos convencionales de
purificacién de inmunoglobulina tales como, por ejemplo,
proteina A-SEPHAROSE™, cromatografia por hidroxilapatita,
electroforesis de gel, dialisis o cromatografia de afinidad.

El ADN que codifica a los anticuerpos monoclonales es
fédcilmente aislade vy secuenciado usando procedimientos
convencionales {por ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos
gue son capaces de unirse especificamente a los genes que

codifican a las cadenas pesada y liviana de los anticuerpos

murinos) . Las células de hibridoma sirven como una fuente
preferida de tal ADN. Una vez aislado, el ADN puede ser
colocado en vectores de expresidn, que son entonces

transfectados a células huésped tales como células de E. coli,
células COS de simio, células ovaricas de hamster chino (CHO
por sus siglas en inglés) o células de mieloma que de lo
contrario no producen proteina de inmunoglobulina, para obtener
la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped
recombinantes. Unos articulos de revisiédn sobre la expresién

recombinante en bacterias del ADN que codifica al anticuerpo
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incluyen Skerra y col., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262
(1993) y Plackthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).

En una realizacién adicional, los anticuerpos o fragmentos
de antiéuerpos pueden ser aislados de bibliotecas de fagos de
anticuerpos generadas wusande las técnicas descritas en
McCafferty y col., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson vy
col., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol.,
222:581-597 (1991) describen el aislamiento de anticuerpos
murinos y humanos, respectivamente usando bibliotecas de fagos.
Unas publicaciones subsiguientes describen 1la produccidn de
anticuerpos humanocs de alta afinidad (intervalo nM) por
entremezclado de cadenas (Marks y col., Bio/Technology, 10:779-
783 (1992)), asi como infeccidn combinatoria y recombinacidn in
vivo como una estrategia para construir bibliotecas muy grandes
de fagos (Waterhouse y col., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266
(1993)) . Asi, estas técnicas son alternativas viables a las
técnicas de hibridomas de anticuerpos monoclonales
tradicionales para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también puede ser modificado, por ejemplo,
sustituyendo la secuencia de cocdificacidén para los dominios
constantes de cadena pesada y liviana humana en lugar de las
secuencias murinas homdélogas (Patente de BE.UU. N° 4.816.567;
Morrison y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), o
uniendo de manera covalente a la secuencia de codificacidn de
inmunoglobulina  toda o parte de la secuencia de codificacidn
para un polipéptido diferente a inmunoglobulina.

Tipicamente, tales polipéptidos diferentes a
inmunoglobulina son sustituidos para los dominios constantes de

un anticuerpo, © son sustituidos para los dominios variables de
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un gsitio de combinacidén de antigeno de un anticuerpo para crear
un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de
combinacién de antigeno gque tiene especificidad para un
antigeno y otro sitio de combinacibén de antigeno. que tiene
especificidad para un antigeno diferente.

Ademéds, los. anticuerpos que comprenden una regidén Fc
variante con alta afinidad para FcyR son Gtiles para tratar
enfermedades en las cuales se desea una eficacia mejorada de la
funcién de las células efectoras, tales como las enfermedades
autoinmunes, como se expone, per ejemplo, en EE.UU.
2005/0037000 y WO 2004/63351 {(Macrogenics, Inc. Stavenhagen vy
col.).

(iii) Anticuerpos humanizados

Unos métodos para humanizar anticuerpos no humanos han sido
descritos en el arte. Preferiblemente, un anticuerpo
humanizado tiene uno o mé&s residuos de aminodcido introducidos
al mismo desde una fuente gue no es humana. Estos residuos de
aminodcidos no humanos son a menudos mencionados como residuos
"importados", los cuales son tipicamente tomados de un dominio
variable de "importacidn". La humanizacidén puede ser
esencialmente realizada siguiendo el método de Winter y co-
trabajadores (Jones vy col., |Nature, 321:522-525 (1986) ;
Riechmann y col., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen y col.,
Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo las secuencias de
regiones hipervariables en las secuencias correspondientes de
un anticuerpo humano. Por consiguiente, tales anticuerpos
"humanizadog" son anticuerpos quiméricos (Patente de EE.UU. N°
4.816.567) en los cuales sustancialmente menos que un dominio

variable humano intacto ha sido sustituido por 1la secuencia
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modelos tridimensionales de las secuencias originales vy
humanizadas. Unos modelos tridimensionales de inmunoglobulina
est&n cominmente a la disposicién y aquéllos versados en el
arte estan familiarizados con los mismos. Se tienen
disponibles unos programas de computadora que ilustran vy
muestran unas estructuras de conformacién tridimensionales
probables de gecuencias de inmunoglobulinas candidatas
seleccionadas. La inspeccidén de estas representaciones permite
el analisis del papel probable de 1los residuos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es
decir, el analisis de residuos que influencian la capacidad de
la inmunoglobulina candidata de unir su antigeno. De esta
manera, los residuos de FR pueden ser seleccionados vy
combinados desde las secuencias de receptor e importacidn de
modo que la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como
afinidad aumentada para uno o mas antigenos objetivo, sea
lograda. En general, los residuos de regiones hipervariables
estidn directamente y méds sustancialmente involucrados en el
influenciado de la unién a antigeno.

{(iv) Anticuerpos humanos

Como una alternativa a la humanizacién, unos anticuerpos
humanos pueden ser generados. Por ejemplo, actualmente es
posible producir animales transgénicos (por ejemplo rétones)
que son capaces, en la inmunizacién, de producir un repertorio
completo de anticuerpos humanos en la ausencia de produccidn de
inmunoglobulina enddgena. Por ejemplo, se ha descrito gque la
eliminacién por homocigosis del gen de la regién de unidén de
cadena pesada (Jx) de anticuerpo en ratones mutantes de linea

germinal y quiméricos resultan en la inhibicidén completa de la
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produccién de anticuerpo enddgeno. La transferencia del
arreglo genético de inmunoglobulina de linea germinal humana en
tales ratones mutantes de linea germinal resultard en la
produccién de anticuerpos humanos durante el reto por antigeno.
Véase, por ejemplo, Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakobovits y c¢ol., Nature, 362:255-258
(1993); Bruggermann y col., Year in Immuno., 7:33 (1993); y las
Patentes de EE.UU. Nos. 5.591.669, 5.589.369 y 5.545.807.
Alternativamente, la tecnologia de representacién de fagos
(McCafferty y col., Nature 348:552-553 (1990)} puede ser usada
para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos
in vitro, a partir de repertorios genéricos de dominio variable
(V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo
con esta técnica, los genes de dominio V de anticuerpo son
clonados en estructura en un gen de proteina de capa mayor o
menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o f£d, vy
mostrados como fragmentos de anticuerpos funcionales sobre la
superficie de la particula de fago. Debido a que la particula
filamentosa contiene una copia de ADN de hélice simple del
genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades
funcionales del anticuerpo también resultan en la seleccidn del
gen que codifica al anticuerpo que exhibe esas propiedades.
Asi, el fago imita algunas de las propiedades de la célula B.
La representacién del fago puede ser realizada en una variedad
de formatos; para su revisién véase, por ejemplo, Johnson y
col., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993).
Varias fuentes de segmentos de gen V pueden ser usadas para la
representacién del fago. Clackson y col., Nature, 352:624-628

{1991) aislaron un arregle diverso de anticuerpos anti-
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oxazolona a partir de una pegquefia biblioteca combinatoria
aleatoria de genes V derivados de 1los bazos de ratones
inmunizados. Un repertorio de genes V de donantes humanos no
inmunizados puede ser construido y los anticuerpos a un arreglo
diverso de antigenos (incluyendo auto-antigenos) pueden ser
aislados sgiguiendo esencialmente 1las técnicas descritas por
Marks y col., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), o Griffith vy
col., EMBO J. 12:725-734 (1993). Véanse, también, las Patentes
de EE.UU. Nos. 5.565.332 y 5.573.905.

Los anticuerpos humanos también pueden ser generados por
células B activadas in vitro (véanse las Patentes de EE.UU.
Nos. 5.567.610 y 5.229.275).

{v) Fragmentos de anticuerpos

Varias técnicas han sido desarrolladas para la produccidén
de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos
fragmentos fueron derivados por medio de digestidn proteolitica
de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto y col.,

Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117

(1992) and Brennan y col., Science, 229:81> (1985)). Sin
embargo, estos fragmentos pueden ser ahora producidos
directamente por células huésped recombinantes. Por ejemplo,

los fragmentos de anticuerpos pueden ser aislados de las
bibliotecas de fagos de anticuerpos discutidas anteriormente.
Alternativamente, unos fragmentos Fab'-SH pueden ser
directamente recuperados de E. coli y acopladcs quimicamente
para formar fragmentos F(ab'), (Carter y col., Bio/Technology
10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, los
fragmentos F(ab'). pueden ger aislados directamente del cultivo

de células huésped recombinantes. Otras técnicas para la
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produccibédn de fragmentos de anticuerpos serén evidentes para el
practicante experimentado. En otras realizaciones, el
anticuerpo de eleccidn es un fragmento Fc de una cadena (scFv).
Véase WO 93/16185; Patente de EE.UU. N° 5.571.894; y Patente de
EE.UU. N° 5.587.458. El fragmento de anticuerpo puede ser un
"anticuerpo lineal", por ejemplo como se describe en la Patente
de EE.UU. N° 5.641.870. Tal fragmento de anticuerpo lineal
puede ser monoespecifico o biespecifico.

(vi) Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen
especificidades de unién para por lo menos dos epitopes
diferentes. Unos ejemplos de anticuerpos biespecificos pueden
unirse a dos epitopes diferentes del antigeno CD20. Otros
anticuerpos de ese tipo pueden unir a CD20 y unir
adicionalmente a un segundo marcador de superficie de célula B.
Alternativamente, un ramal de unidén anti-CD20 puede ser
combinado con un ramal gque se une a una molécula desencadenante
sobre un leucocito, tél como una molécula de receptor de
celulas T (por ejemplo CD2 o CD3}), o receptores Fc¢ para IgG
(FcyR), tales como FcyRI (CDé4), FcyRII (CD32) y FcyRIII {CD16)
de modo a enfocar los mecanismos celulares de defensa a 1la
célula B. Los anticuerpos biespecificos también pueden ser
usados para localizar ciertos agentes a la célula B. Estos
anticuerpos poseen un ramal de unidén a CD20 que une el agente
(por ejemplo, metotrexato). Los anticuerpos biespecificos
pueden sger preparados como anticuerpos de longitud completa o
fragmentos de anticuerpos {por ejemplo anticuerpos

biespecificos F(ab');}.
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Los métodos para elaborar anticuerpos biespecificos son
conocidos en el arte. La produccién tradicional de anticuerpos
biespecificos de longitud completa est& basada en la co-
expresién de dos pares de cadena liviana-cadena pesada de
inmunoglobulina, en donde las dos cadenas tienen diferentes
especificidades (Millstein y col., Nature, 305:537-539 (1983)).
Debido al surtido aleatorio de cadenas pesadas y 1livianas de
inmunocglobulina, estos hibridomas (guadromas) producen una
mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de
las cuales solamente wuna tiene 1la estructura biespecifica
correcta. La purificacidn de la molécula correcta, ia cual es
usualmente efectuada mediante pasos de cromatografia de
afinidad, es ma&s bien engorrosa, y los rendimientos de producto
son bajos. Unos procedimientos similares son descritos en WO
93/08829 y en Traunecker y col., EMBC J., 10:3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables
de anticuerpo con las especificidades de unidén deseadas (sitios
de combinacidén antigeno-anticuerpo) son fusionados a secuencias
de dominio congtante de inmunoglobulina. La fusidn es
preferiblemente con un dominio constante de cadena pesada de
inmunoglobulina, gque comprende por 1lo mencos parte de 1las
regiones esenciales CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera
regidén constante de cadena pesada (CH1l), qgque contiene el sitio
necesario para la unidén de cadena liviana, presente en por 1lo
menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones
de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena
liviana de inmunoglobulina, son insertados en vectores de
expresién separados, Yy son co-transfectados a un organismo

huésped adecuado. Esto proporciona una mayor flexibilidad en
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el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de
polipéptido en realizaciones en las cuales unas relaciones
desiguales de las tres cadenas de polipéptidos usadas en la
construccién proporcionan los rendimientos OSptimos. Sin
embargo, es posible insertar las secuencias de codificacidn
para dos © las tres cadenas de polipéptidos en un vector de
expresién cuando la expresidén de por lo menos dos cadenas de
polipéptidos en relaciones iguales resulta en altos
rendimientos o© cuande las relaciones no son particularmente
significativas.

En una realizacidén preferida de este enfoque, los
anticuerpos biespecificos estldn compuestos por una cadena
pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad
de unidén en un ramal, y un par de cadena pesada-cadena liviana
de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda
especificidad de adhesién) en el otro ramal. Se encontrd gque
esta estructura asimétrica facilita la separacidn del compuesto
biespecifico deseado desde las combinaciones de cadenas de

inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena

liviana de inmunoglobulina en sélc una mitad de la molécula

biespecifica proporciona una forma féacil de separacidm. Este
enfoque es descrito en WO 94/04690. Para unos detalles
adicionales de generacidén de anticuerpos biespecificos véase,
por ejemplo Suresh y c¢ol., Methods 1in Enzymology, 121:210
{1986} .

De acuerdo con otro enfogue descrito en la Patente de
EE.UU., N° 5.731.168, la interfa:z entre un par de moléculas de
anticuerpo puede ser diseflada para maximizar el porcentaje de

heterodimeros que son recuperados del cultivo celular
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recombinante. La inkerfaz preferida comprende por lo menes
parte del dominio Cy2 de un dominio conskante de anticuerpo.
En este método, uwna o mis cadenas laterales de aminocacidos
peguefias. de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo
son reemplazadas con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo
tirogina o ctriptocfanct. Uras "cavidades" compensatorias de
tamafic idénfica o similar a dichas una o mis cadenas laterales
m&s grandes son creadas sobre la interfaz de la segunda
molécula de anticuerpo reemplazandoe las cadenas laterales de
aminoacidos grandeé con unas mAs peguefias {por ejemplo alanina
o treonina) . Esto proporclona un mecanismo para awmentar el
rendimiento dal heterodimerc gobre obros aubproductes
indegeables tales como homodimeros.

Los anticuerpos biegpecificeos incluyen anticusrpos i
enlazados trangversalmente o “hetercconjugadcs®. Por =jempla,
uno de los anticuerpés en 2l heteroconjugado puede ser acoplado
A avidina, el otro a bhiotina. Tales anticuerpos han sido
ﬁropuestms, por ejemploe, para apuntar células sistémicas
inmines a célulds indeseables {(Patente de EE.UU. N° 4.6?6.98@);
y para el tratamiento de infeccidn por VIH (WO 91/003&50, WO
0z /200373 v EP 0308%). Los anticuerpos heteroconjugados puedsen
ger .elabcrad{::s usando cunalguier métode de enlazamiento
transversal conveniente. Ines agentes de enlazamiento
tranavergal adecuados son muy conocides en el arte, ¥y &on
descritos en la Patente de EE.UU. N*° 4.676.380, Junto CEn
varias técnicas de enlazamiento transversal.

Unas técnicas para generar anticuerpos biespecificos a
partir de fragwmentos de anticuerpes tanbién han sido descritas

‘en la literatura. Por ejemplo, uncs anticuerpos biespacificos
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pueden ger preparadeos ugande enlazamiento gquimico. Brennan ¥
rol., Science, 229: 81 (19285} describen un procedimisnto en el
gual unos anticuerpos intactos son divididos protecliticamente
para generar fragmentos Flab'ls, Estos fragmentos son
reducidos en la presencia del agente de formacién de complejo
gonn tiol, arsenita de scdic para estabilizar los ditioles
vecinales & impedir la formacidn intermolecular de disulfuro.
Los L[ragmentos Fab' generades Bon entonces convertidos en
derivades de tionitrobhenzcatc (THE]. Uncs de los derivados de
Fab'-TNE ez entonceg reconvertido en el Fab'-tisl por reduccidn
con mercaptoetilamina y es mezolado <¢on una cantidad equimolar
del ctre derivade de Fab!-THE para formar el anticuerpo
biespecificn. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
ser usados come agentes para la inmovilizacidén selectiva de
enzimas.

Varias té&cnicas para elaborar y aislar fragmentos de
anticuerpos biegpecificos directamente desde el cultive celular
recombinante también han sido descritas. For ejemplce, los
anticuerpes biespecificos han sido producides usando zipers de
leucina. Kogtelny v ool., J. Immunol., 148(5):1547-1553

' (1992) . Los péptidos ziper de leucina de las proteinas Fos ¥y
Jun fueron enlazados a las porciones Fab' de dos anticuerpos
diferentes por fusidn genética. Lo# homodimeroz de anticuerpo
fueron reducidos en la regidn de bisagra para formar mondmeros

v . entonces re-oxidados para formar les heterodimeroz de

anticuerpo. Este método también puede ser utilizade para la
produccidn de homodimeros de anticuserpo. La tecnologia de
"diacuerpo" descrita por Hollinger y col., Prog. Natl. Acad.

.Sot. USA, 90:6444-6448 (1933) ha proporcionado un mecanlamo
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alternativo para elaborar [ragmentos de anticuerpo
biespecificos. Los f[ragumentos comprendsen un dominio variable
de cadena pesada (Vy) conectads a un dominio variable de cadena
liviana {V.} por wun enlazador que ea demasiadc corto para
permitir €l parec entre los dos dominics en la misma cadena.
Por consiguiente, los dominicos Wy vy Vi, de un fragmento son
forzados a parearze con log dominies ¥V, ¥ Vy complementarioz de
otroe fragmento, formande de ese modo dos sities de wunidn a
antigenoc. Otra eatrategia para elaborar {fragmentos de
anticuerpos biespecificos mediante el uso de dimercs Fv de una
cadena (sFv} también ha sido reportada. véage Gruber v col.,
J. Tmmunecl., 152:5368 (1994;.

Unos anticuerpos con mas de dos valencias son contemplados.
FPor ejempleo, uwnos anticuerpos triespecificos pueden  ser
preparados. Tutt y <ol., J. Immuncol. 147: g0 (1951).

1V. Conjugados y Otras Modificaciones del Anticuerpo

Tnas modificaciones del anticuerpo son contempladas en la
presente, Asi, en una realizacidn, el anticuerpe puede ger
conjugado a otra molécula, por ejemplo, para aumentar la vida
media o estabilidad o mejorar de otro modo la farmacocinética
del anticuerpsc. Por ejemplo, el anticuerpo puede ger enlazado
2 ung de una variedad.de‘polimeros no proteiniaceos, por ejemplo
polietilenglicol (PEG), polipropileﬁglicol= polioxialguilencs o
copolimeros de polietilengliceol ¥y polipropilenglicol. o
fragmentos de anticuerpcs, tales coma Fab', enlazados a una o
mis moléculas de PEGE, son una realizacién especizlmente
preferida de la invencion,

Los anticuerpos descriteos en la presente pueden ser también

formalades como lipogomasg, Loz liposomas gue contienan el

Ao
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anticuerpo son preparados por métodos conocidos en el arte, tal
como agquéllos descritos en Epstein ¥y col., Proc. Natl. Acad.
Sci,. USA, 82:3688 (1985); Hwang ¥ col., Proc. Natl, Acad. Sci.
Usa, 774030 (1980} ; Patentes de EE.UU. Noz. 4.485.048 vy
4,544.545; vy WO 97/3573) publicada &l 23 de eoctubre de 19%57.
o lipogomas con tiempo de circulacidn mejorado son descritos
ery la Patente de EE.UU. N® 5,01l3.5546.

Unos liposomas particularmente {tile® pueden ser generados
por =1 métodn de evaporacidin en  fase inversa con  una
compogicidn de lipide que comprende fosfatidileolina,
colestercl v fosfatidiletaneolamina derivada de PEG (FEG-PE}.
Los liposomas scon extrusados a través de filtros de tamafico de
poro definide para producir unos liposomas con el diametro
deseadoc. Los fragmentos Fab' de un anticuerpo de la presente
invencién pueden ser conjugados a leos  liposcmas como g2e
degoribe en Martin v eol., J. Bicl. Chem. 257: 2Bf-233 {1982)
por medico de una reaccidn de intercambioc de disulfuros.

Una ¢ mag modificaciones de secuenciaz de aminodcidos de
los anticuerpos de proteina o péptido descritos en la presente
gon contempladas. Por ejemplo, puede ser conveniente mejorar
la afinidad de unidn vy/o otras propiedades hioldgicag del
anticuerpoc. Las wvariantes de secuencias de amincdcides del
anticuerpo 3scn  preparadas  introduciendo  uncs cambios de

nucledtidos apropiado=s al dcido nucleico del anticuerpo, o por

sintesis de peéptidoa. Tales modificaciones incluyen, por
ejemplo, eliminacicones desde, v/o inserciones a yio
sustituciones de, residuoz dentroe de las secuencias de
amincidcidos del anticusrpo. Cualquier combinacidn de

eliminacidn, insercidn ¥ sustitucidn es2 efectuada para llegar
1a] '
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al constructo final, & condicién de gue el constructo final
posea las caracteristicas desesadas., Log camblos de aminodcidos
también pueden alterar los procescs de posgt-tradeccidén del
anticuerps, por ejemplo cambiandd el nimero o la policidn de
log sitios de glicesilacidn.

Un métode ¥til para identificacién de clerteos residuos o©
regiones del anticuerpc que son  lugares preferidos para
mutagénesis ea llamade "mutagénesis de examen de alanina" gegin
le descrite por <Cunningham y Wells, Science, 244:1081-1085
{1989} . Agui, un residuc o grupo de residuoz objetivos son
identificadeos (por ejemplo, residucse cargadeos tales como arg,
asp, his, lye v glu) y reemplazados por un amincdcido neutro ©
cargadoe negativamente {de mayor preferencia alanina O
polialaninal para afectar la interaccidn de los aminocdcidos con
antigenao. Estos  lugares de aminocdcide que demuestran
sengibilidad funcional a las sustituciones son entonces
refinados introduciends unas wariantes adicionales u  otras
variantes en, o© para, los sitios de sustitucidn. hedi, aungue
el sitio para introducir una variacidn de secuencia de
amincidcidos es predeterminado, la naturaleza de la nmutacidn per
g& 7o necesita ger predeterminada. Por ejemplo, para analizar
el desempefic de una mutacidn en un sitio dado, una metagénesis
aleatoria o de examen de ala &g conducida en el coddn o regidn
chjetivo v las variantes de anticuerpo exprezadas son sometidas
a desgpistaje para detectar la actividad deseada.

UInas inserciones de secuencias de aminoidcidos incluyen
fugiones amino-terminales vy/o carboxllo-terminales que wvarianm
en lopngitud desde un residuo hasta polipéptidos gue contienen

rien o mig residucs, agsi come ingercioness intrasecuencia da
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residuos de aminocacidog UGnicos o miltiples. Unos ejemplos de
inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un residuo de
metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado a un polipéptido
o polimero. Otras wvariantes de insercidn de la molécula de
anticuerpo incluyen la fusidén a la terminacidn N o C del
anticuerpo de una enzima, © un polipéptido que aumenta la vida
media en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucidn de
aminodcidos. Estas variantes tienen por lo menos un residuo de
amincacido en la molécula de anticuerpo reemplazado por un
residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis de sustitucidn de anticuerpos incluyen las regiones
hipervariables, pero las alteraciones de FR son también
contempladas. Unas sustituciones conservadoras son mostradas
en la tabla a continuacidn bajo el encabezado de "sustituciones
preferidas”. Si tales sustituciones resultan en un cambio en
la actividad bioldégica, entonces unos cambios m&s sustanciales,
denominados “"ejemplos de sustituciones" en la tabla a
continuacién, como se describe adicionalmente més adelante con
referencia a las clases de aminodcidos, pueden ser introducidos

y los productos son sometidos a despistaje.
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Residuo Ejemplos de Sustituciones

Original Sustituciones Preferidas
Ala {A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) .Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Leu

Phe; Norleucina

Leu (L) Norleucina; Ile; Val; Ile

Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; |Tyr
Tyr
Pro (P} Ala Ala
Ser (8) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp {W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Leu

Ala; Norleucina

Unasg modificaciones gsustanciales en las propiedades
biolégicas del anticuerpo son efectuadas seleccionando unas
sustituciones que difieren significativamente en su efecto para
mantener (a) la estructura del esqueleto del polipéptido en el
drea de la sustitucidn, por ejemplo como una conformacidn de

lamina o helicoidal, (b) 1la carga o hidrofobicidad de 1la
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molécula en el gitio objetive, o {(c) el volumen de la cadena
lateral. Los aminodcidos puede ser agrupados de acuerdo con
similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A,
L. Lehninger, en Biochemistry, segunda edicidén, pp. 73-75,
Worth Publishers, New York (1975)):

(1) no polares: Ala (A), Val (VvV}, Leu (L), Ile (I}, Pro
(P}, Phe (F), Trp (W), Met (M)

(2) polares no cargados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys
(C), Tyr (Y), Asn (N}, Gln (Q)

(3) Aacidos: Asp (D), Glu (E)

(4) basicos: Lys (K), Arg (R), His (H)

Alternativamente, los residuos naturales pueden ser
divididos en grupos en base a las propiedades comunes de sus
cadenas laterales:

{1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, val, Leu, Ile;

(2) hidré6filos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) &cidos: Asp, Glu;

(4) bésicos: His, Lys, Axg;

(5) residuos que influencian la orientacidén de la cadena:
Gly, Pro;

(6) aromdticos: Trp, Tyr, Phe.

Unas sustituciones no conservadoras ocasionarén el
intercambio de un miembrc de una de estas clases por otra
clase.

Cualquier residuo de cisteina no involucrado en el
mantenimiento de 1la conformacién apropiada del anticuerpo
también puede ser sustituido, generalmente con serina, para
mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula e impedir un

enlazamiento transversal aberrante. Inversamente, unos enlaces
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de cisteina pueden ser ahadidos al anticuerpo para mejorar su
estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo e€s un
fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un tipo particularmente preferido de variante de
sustitucidn involucra sustituir uno o mas residuos de regidn
hipervariable de un anticuerpo de origen. Generalmente, dichas
una © mas variantes resultantes seleccionadas para su
desarrollo adicional tendridn unas propiedades bioldégicas
mejoradas con relacidén al anticuerpo de origen a partir del
cual son generadas. Una £forma conveniente para generar tales
variantes de sustitucidn es la maduracién por afinidad usando
representacidén de fagos. Brevemente, variocs sitios de 1la
regidén hipervariable (por ejemplo 6-7 sitics) son mutados para
generar todas las sustituciones amino posibles en cada sitio.
Las variantes de anticuerpo asi generadas son representadas en
una forma monovalente a partir de particulas de fages
filamentosas como fusiones al producto de gen III de M13
empacado dentro de cada particula. Las variantes representadas
en fagos son entonces sometidas a despistaje para determinar su
actividad bioldgica ({por ejemplo, afinidad de unién) como se
describe en la presente. Con el fin de identificar los sitios
de regidén hipervariable candidatos para la modificacidén, se
puede realizar una mutagénesis de examen de alanina para
identificar 1los residuos de 1la regidén hipervariable que
contribuyen significativamente a la unién de antigeno.
Alternativamente, o adicionalmente, puede ser beneficioso
analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar 1los puntos de contacto entre

anticuerpo y antigeno. Tales residuos de contacto y residuos
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vecinos son candidatos para la sustitucidn de acuerdo con las
técnicas explicadas en 1la presente. Una vez que tales
variantes son generadas, el panel de variantes es sometido a
despistaje como se describe en la presente y los anticuerpos
con propiedades superiores en unc © mMAS ensayos pertinentes
pueden ser seleccionados para su desarrollo ulterior.

Otro tipo de variante de aminoadcido del anticuerpo altera
el patrdn de glicosilacidén original del anticuerpo. Tal
alteracién incluye eliminar una o mas porciones de carbohidrato
encontradas en el anticuerpo, y/o afiadir uno o mas sitios de
glicosilacién que no estan presentes en el anticuerpo.

La glicosilacién de polipéptidos es tipicamente N-enlazada
u O-enlazada. N-enlazada se refiere a la unidén de la porcidn
de carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de
asparagina. Las secuenciag de tripéptido asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en donde X eg cualquier aminocacido
excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la
unién enzimitica de la porcidén de carbohidratc a 1la cadena
lateral de asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de
estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un sitio
de glicosilacidén potencial. La glicosilacidén O-enlazada se
refiere a la unisdén de uno de los azicares N-
acetilgalactosamina, galactosa o Xilosa a un hidroxiaminoacido,
mas cominmente serina o treonina, aunque también se puede usar
5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicidén de sitios de glicosilacidn al anticuerpoc es
convenientemente efectuada alterando la secuencia de
aminodcidos de tal modo que contenga una o mas de las

secuencias de tripéptido antes descritas (para los gitiog de
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glicosilacién N-enlazados). La alteracién también puede ser
efectuada mediante la adicién de, o sustitucidén por, uno o méas
residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo
original (para sitios de glicosilacién O-enlazados).

Cuando el anticuerpo comprende una regidén Fc, el
carbohidrato unido a la misma puede ser alterado. Por ejemplo,
los anticuerpos con una estructura de carbohidrato madura que
carece de fucosa unida a una regién Fc del anticuerpo son
descritos en la Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2003/0157108
(Presta, L.). Véase también EE.UU. 200470093621 (Kyowa Hakko
Kogyo Co., Ltd.). Los anticuerpos con una N-acetilglucosamina
de biseccién (GlcNAc) en el carbohidrato unido a una regidn Fc
del anticuerpo son mencionados en WO 2003/011878, Jean-Mairet y
col. y la Patente de EE.UU. N° 6.602.684, Umana y col. Los
anticuerpos con por lo menos un residuo de galactosa en el
oligosacédrido wunido a una regién Fc del anticuerpo son
reportados en WQ 1997/30087, Patel y col. Véase, también, WO
1998/58964 (Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju, S.} con respecto a

los anticuerpos con carbohidrato alterado unido a la regibén Fc

de los wmismos. Véase también EE.UU. 2005/0123546 (Umana Yy
col.) sobre moléculas de unién a antigeno con glicosilacién
modificada.

la variante de glicosilacién preferida en la presente
comprende una regidén Fc, en la cual wuna estructura de
carbohidrato unida a la regidén F¢ carece de fucosa. Tales
variantes tienen una funcién de ADCC mejorada. Opcionalmente,
la regién Fc comprende adicionalmente una © mas sustituciones
de aminodcidos en la misma que mejoran adicionalmente la ADCC,

por ejemplo sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de
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la regibn Fc (numeracidén Eu de residuos). Unos ejemplos de
publicaciones relacionadas con anticuerpos "defucosilados" o
"deficientes de fucosa" incluyen: EE.UU. 2003/0157108; WO
2000/61739; WO 2001/29246; EE.UU. 2003/0115614; EE.UU.
2002/0164328; EE.UU. 2004/0093621; EE.UU. 2004/0132140; EE.UU.
2004/0110704; EE.UU. 2004/0110282; EE.UU. 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
W02005/053742; Okazaki y col., J. Mol. Biol. 336:1239-1249
{2004) ; Yamane-Ohnuki y col., Biotech. Bioceng. 87: 614 (2004).
Unos ejemplos de lineas celulares que producen anticuerpos
defucosilados incluyen células CHO Lecl3 deficientes en
fucosilacidén de proteinas (Ripka y <col., Arch. Biochem.
Biophys. 249:533-545 (1986); Solicitud de Patente de EE.UU. N°
2003/0157108 Al, Presta, L; y WO 2004/056312 Al, Adams y col.,
especialmente en el Ejemplo 11), y lineas celulares
noqueadorag, tales como el gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa,
FUT8, células CHC noqueadoras (Yamane-Ohnuki y col., Biotech.
Bioceng. 87: 614 (2004}).

Las moléculas de &cido nucleico que codifican las variantes
de secuencias de aminodcidos del anticuerpo son preparadas por
una variedad de métodos conocidos en el arte. Estos métodos
incluyen, pero no estan limitados a, aislamiento desde una
fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de
aminoc&cidos gque ocurren naturalmente) o preparacién por
mutagénesis mediada por oligonucledtido (o dirigidas a sitios),
mutagénesis PCR y mutagénesis de casete de una variante
preparada previamente © una versidn no variante del anticuerpo.

Puede ser <conveniente modificar el anticuerpo de 1la

invencidén con respecto a la funcién efectora, de modo a mejorar
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la ADCC y/o la CDC del anticuerpo. Egsto puede ser logrado
introduciendo una © mAs sustituciones de aminoacidos en una
regidén Fc¢ de un anticuerpo. Alternativa o adicionalmente, unc
o mas residuos de cisteina pueden ser introducidog a la regidn
Fc, permitiendo de ese modo la formacidén de enlaces disulfuro
entre cadenas en esta regidmn. El anticuerpo homodimérico asi
generado puede tener una capacidad de internalizacién mejorada
y/o ADCC vy exterminacién celular mediada por complemento
aumentada. Véage Caron y col., J. Exp Med. 176:1191-1195
(1992) vy Shopes, J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Los
anticuerpos homodiméricos también pueden sger preparados usando
enlazadores transversales heterobifuﬁcionales como se describe
en Wolff y «col., Cancer Research 53:2560-2565 (1993) .
Alternativamente, se puede diseflar un anticuerpo gque tiene
regiones Fc¢ dobles y de ese modo puede tener capacidades de
ADCC v lisis de complemento mejoradas. Véase Stevenson y col.,
Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989).

WO 00/42072 (Presta, L.) describe uneos anticuerpos con
funcién de ADCC mejorada en la presencia de células efectoras
humanas, en donde los anticuerpos comprenden sustituciones de
aminoicidos en la regitn Fc de los mismos. Preferiblemente, el
anticuerpo de ADCC mejorada comprende sustituciones en las
posiciones 298, 333 y/o 334 de la regidn Fc. Preferiblemente
la regidn Fc alterada es una regidn Fc de IgGl humana gue
comprende o consiste en sustituciones en una, dos o tres de
estas posiciones.

Unos anticuerpos con unién a Clg y/o CDC alteradas son
descritos en WO 99/51642, Patente de EE.UU. N°® 6.194.551 BI1,

Patente de EE.UU. N° 6.242.195 Bi, Patente de EE.UU. N°
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6.528.624 Bl y Patente de EE.UU. N° 6.538.124 (Idusogie ¥y
col.). Los anticuerpos comprenden wuna sustitucidén de
aminoacido en una o mas de las posiciones de aminodcidog 270,
322, 326, 327, 329, 313, 333 y/o 334 de la regidén Fc de los
mismos.

Para aumentar la vida media en suero del anticuerpo, se
puede incorporar un epitope de unidn a receptor de salvamento
al anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como
se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.739.277, por ejemplo.
Segin se usa en la presente, la frase '"epitope de unidn a
receptor de salvamento" se refiere a un epitope de la regidn Fc
de una molécula de IgG (por ejemplo, IgG, IgG;, IgGy © IgGg)
que es responsable de aumentar la vida media en suerxo in vivo
de la molécula de IgG. Unos anticuerpos con sustituciones en
una regidén Fc de los mismos y vidas medias en suero aumentadas
son también descritos en WO 00/42072 (Presta, L.).

Unos anticuerpos disefiados con tres o mads (preferiblemente
cuatro) sitios funcionales de unién a antigeno son también
contemplados (Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2002/0004587
Al, Miller y col.).

V. FPFormulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de los anticuerpos usados
de acuerdo con 1la presente invencién son preparadas para

almacenaje mezclandc un anticuerpo que tiene el grado deseado

de pureza con portadores, excipientes o estabilizadores
opcionales farmacéuticamente aceptables (Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16* edicidn, Osol, A. Ed. (1980)), en

la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas.

Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no
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toxicos para los  receptores a las dogificacicrnes v
concentraciones empleadas, e incluyen solucicnes amortiquadoras
tales comp fosfato, citrate y  otros dcidos  orgdniceos;
anticxidantes incluyendo acido ascoOrbico ¥ metiomina;
pregervativos {tales como closrurco de eocbadecildimetilbencil
amonio; clorurc de hexametonieo; clorurc de benzalconio; clorurs
de bencetonio; fenol, alcohel butilico o benciligo; alguil
parabenoz tales coms metil o propil parabene; catecol;
regoroinol; ciclohexanol; 3-pentancl; ¥y m=creascl); polipéptidos

de bajo pesoe molegular (menos de aproximadamente 10 regldues) ;

proteinas, tales come alblmina  de  suero, gelatina o
inmuneglebulinasg; polimeros hidrdiilos tales CON
polivinilpirrolidona; aminoacides tales COmo glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;

monosacaridos, disacaridoe v eotros carbohidratesa dincluyendo
glucoga, manosga © dextrinas; agentes de guslacidn tales como
EDTA ; azicares rCaless como Sucrosa, manitol, tTrehalosa o
sorbitol; contra-icnes de formacidinm de =al tales como =zodioc:
complejos de metal (por ejempleo complejos Zn-proteinal; y/o
surfactantes no idnicos tales como TWEEN™, PLURCNICS™ o
polistilengliceol (PEG).

Unos ejemplos de formulacicones de anticuerpos anti-_CD20 zon
descritos en WORB/S5E418. Esta publicacién describe una
formulacidn ligquida de dosis miltiples gque comprende 40 mg/ml
de rituximab, 25 mM de agetato, 150 mM de trehalosa, alcohol
bencilico al 0,5%%, polisorhato 20 al 0,02% a pH 5,0 gue tiens
una vida minima en anaguel de dos afivg de alwmacenaje a 2-8°C.
Otra form:lacidém anti-CD20 de interés comprende 10 mg/ml de

rituxamak en 2,0 ma/mil de cloruro de sodio, 7.35 mg/ml de
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dihidrato de citratc de sodio, 0,7 my/ml de poligorbato 80 ¥
agua egtéril para inveccidn, pH 6,5.

Unasg formulacionas licfilizadas adaptadas para
administracidén subcutinea gon descritas en la Patente de EE.UU.
N°® &.267.9%958 (Andya y col.). Talea formulaciones liefilizadas
pueden ser reconstituidas con un diluyente adecuade hasta una
concentracion elevada de proteina ¥ la formulacidn
reconstituida puede zer adminigtrada de manera subcutfnea al
mamifero a ser tratado en la presente.

Umas feormas cristalizadas del anticuerpo son  tambisn
contempladas. VEase, por ejemplo, EE.UU. 2002/0136719Al1
(Shencey v cel. ).

La formulacidén en la presente también pusde contener mas de
un compuesto active {un =egunde medicamento como se  indicd
anteriormente) si ea necesario, preferiblemente agquéllos <on
actividades complementarias gue no se afectan adversamente
entre =i. El tipo ¥y lag cantidades efectivas de tales
medicamentes dependen, por ejempla, gde la rcantidad de
anticuerpe presente en la formulacién y los pardmetreos clinicos
de log sujetcs. Tales medicamentos preferidos fueron indicados
anteriormente.

Les ingredientes activos puedén eztay también atrapados en
nicrocipsulas prepar%das, por ejemplo, por tégnicag de
comacervacidn ¢ por polimerizacidn interfacial, por ejemplo
microcapsulas de hidroximetilecelulosa a gelatina ¥
wmicrocdpsulas de poli{metilmetacrilato), respectivamente, en un
gistema de entrega de medicamento coloidal (por ejemplo,
liposomas, microesferas de alblimina, microemulsiénes.

nanoparticulas ¥ nanocépsulasl! o© en macroemulsiones. Tales
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técnicas son descritas en Remington's Pharmaceutical 8ciences
16° edicidn, Osol, A. Ed. (1980).

Unas preparaciones de liberacidn prolongada pueden ser
preparadas. Unos ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacién prolongada incluyen matrices semipermeables de
polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo,
dichas matrices teniendo la forma de articulos perfilados, por
ejemplo peliculas, o microcapsulas. Unos ejemplos de matrices
de liberacidén prolongada incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli{vinilalcohol)),
polilédctidos (Patente de EE.UU. N° 3.773.919}), Copolimeros de
dcido L-glutédmico y vy etil-L-glutamato, etileno-acetato de
vinilo no degradable, copolimeros de &cido lactico-&cido
glicélico degradables tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas
inyectables compuestos por copolimero de &cido léactico-acido
glicblico y acetato de leuprolida), y 4&cido poli-D-{(-)-3-
hidroxibutirico.

La formulacién a ser usada para administracidn in vivo debe
ger estéril. Esto es facilmente efectuado por filtracidn a
través de membranas de filtracidén estériles.

VI. Articulos de Elaboracién

En otra realizacidén de la invencidn, se proporcionan unos
articulos de elaboracidn que contienen materiales utiles para
el tratamiento del dafio en la articulacidén descrito
anteriormente. La invencién, en particular, proporciona un
articulo de elaboracién que comprende: (a) un recipiente que
comprende un antagonista tal como un anticuerpo gue se€ une a un
marcador de superficie de célula B (por ejemplo un anticuerpo

CD20) (preferiblemente el recipiente comprende el anticuerpo vy
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un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable dentre del
recipiente); ¥ (bl un inserto de empague con instrucciones para
tratar el daﬁo erl una articulaecién en un sujeto, en donde las
instruccionss  indican gque se adminigtra a2l sujeto el
antagonista ¢ anticuerpo (por ejemplo, el anticuerpo CD20) v =3
entonces sometido, por lo menos aproxXimadamsente un mes despuss
de la administracidn, a una prueba radiografica gque mide una
reduccidn en el dafio en la articulacidén en comparacidil con una
lines de base antes de la administracion, en donde la scantidad
de antagonista o anticuerpo, tal como el anticuerpe CD20,
administrada es efectiva para lograr una reduceidn en =l daifo
en la articulacidn, indicando gque el sujeto ha side tratado
exitosamente.

En una realizacidn preferida de egte aspecto de la
invencidn, el articulo de elaboracién en la presente comprande
adicionalmente wun recipiente que comprende un @ gegundo
medicamento, en donde el antagonista o anbticuerpo es un primer
medicamento, v en donde &l articulo comprende adiclonalmente
unas ingtrucciones en el ineerto de empague para tratar al
gujeto con el segundo medicaments, de una manera efectiva. E]
segundo medicamento pusde ser cualdquiera de agquéllos expueztos
anteriormente, incluyendo un antibidticeo, un agente
inmunosuprasor, un medicamento anti-reumdtico modificador de la
enfermedad {DMARD) , un  agente Jde contrel del dolor, un
anktagonista de integrina, unm medicamento anti-inflamatoric ne
esterpolde {NSAID), un antagonista de eitocina, bigfosfonato o
una hormona, o una combinacidn de los mismos, de preferencia un

DMERD NSAID, agente de contrel  del  dolor o 20 agente
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1INFUNOSUDYesor . De mayor preferencia, el segundo medicamento
es8 meLobrexato.

En egrte aspecto, el inserto de empague estd gscbre el
recipiente o asociado con el misme. Unos recipientes adecuados
incluyven, por ejemplo, botellas, frascos, jeringas, etc. Ling
recipientes pueden ser formados a partir de una wvariedad de
materiales talez como vidric o pliastico. El recipiante
contiene una componsicidn gue e3 sfectiva para Eratar el dafic en
la articulacién y puede tener un corificic de acceso egtéril
{por ejemplo el recipiente puede zer una bolsa de aclucidn
intravenosa o un frasco gue Giene un tapdn gue puede 3ser
perforado con una aguja de dinyeccidn hipodérmical. Por lo
mencs un agente ackivo en la composicidn es el antagonista o
anticuerpo. La etigueta o inserto de empague indica gue la
composicidn es usada para tratar el dafio en una articulacidn en
un sujeto elegible para el tratamientc con una guia especifica
con respecto a las cantidades e intervalos de deosificacidn de
antagonista o anticuerpo y cualquier otrc medicamento que eati
siendo proporcionade. El articule de elaboracién pusds
comprendar adicionalmente un recipiente adicional gque comprende
una solueidn amcrtiguadora diluyente farmacéuticamente
aceptable, tal como agua bacteriostitica para inyeccidn (BWFI
por =sus siglas en inglés), galina amortiguada con fosfato,
galucidn de Ringer v/o =zolucidn de dextrosa. El articulo de
elaboracidn puede incluir adicionalmente otro materiales
degeahles desde un punte de vigta comercial y de wusuario,
incluyendo otracs soluciones amortiguadoras, diluyentes,

filtros, agujas ¥ jeringas.
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En realizaciones mas especificas, un articulo de
elaboracidén comprende: (a) un recipiente gue comprende un
antagonista tal como un anticuerpo gque se une a un marcador de
superficie de c¢élula B (por ejemplo un anticuerpo CD20)
(preferiblemente el recipiente comprende el anticuerpc y un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable dentro del
recipiente}); y (b) un inserto de empague con instrucciones para
tratar el dafic en una articulacidén en un sujeto, en donde las
instrucciones indican que se administra al sujeto el
antagonista o anticuerpo (por ejemplo el anticuerpo CD20) y es
entonces sometido, por lo menos aproximadamente 52 semanas
después de la administracién, a una prueba radiogridfica que
mide una reduccidn en el dafio en la articulacién en comparacidn
con una linea de basge antes de la administraciédn, en donde la
cantidad de anticuerpo CD20 administrada es efectiva para
lograr una reduccién en el dafo en la articulacidn, indicando
gue el sujeto ha sido tratado exitosamente. En una realizacidn
preferida, el articulo comprende un recipiente gque comprende un
segundo medicamento, en donde el antagonista o anticuerpo (tal
como el anticuerpo CD20) es un primer medicamento,
comprendiendo adicionalmente unas instrucciones en el inserto
de empague para tratar el sujeto con el segundo medicamento en
una cantidad efectiva. Preferiblemente, este segundo
medicamento es metotrexato.

Unos detalles adicionales de 1la invencidén son ilustrados
por los siguientes Ejemplos no limitativos. Las divulgaciones
de todos los documentos citados en la especificacidén son

expresamente incorporadas en la presente por referencia.
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EJEMPLQ 1:

Eficacia y seguridad del rituximab en pacientes con una

respuesta inadecuada o falta de tolerancia a una terxapia

anti-TNF previa

Este es un ensayo clinico en centros miltiples con grupos
paralelos, doble ciego, distribuido aleatoriamente de Fase II,
llamado: Evaluacién Aleatoria de la Eficacia a Largo Plazo del
Rituximab en RA (REFLEX). El diseflo del estudioc es mostrado en
la Fig. 1.

Los objetivos de este estudio fueron:

e Determinar la eficacia y seguridad del rituximak cuando es
usado en combinacién con metotrexato (MTX) en 517 pacientes
con artritis reumatoide activa, quienes tienen una respuesta
inadecuada a una o mas terapias anti-TNF.

» Explorar la farmacocinética vy la farmacodinadmica del
rituximab en esta poblacidén de pacientes (por ejemplo,
extensidn de duracidén de la deplecidn de células B y efectos
sobre las inmunoglobulinas y el actor reumatoide).

Los resultados de este estudio fueron:

Punto final primario

La proporcién de pacientes con una respuesta ACR20 en

la Semana 24.

Puntos finales secundarios

Proporcidén de pacientes con respuestas ACR50 y ACR70 en

la Semana 24.

Cambio en DAS28 desde la linea de base hasta la Semana 24.
Respuesta EULAR en la Semana 24.
Cambios desde la linea de base en el conjunto esencial

de ACR.
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Cambios desde la linea de base en SF-36.
Cambio en la calificacién radiogré&fica total de Sharp
modificada por Genant en la semana 56.
Cambio en la calificacién radiografica de Sharp
modificada por Genant en la semana 24 (exploratorio);
Cambio en la calificacién de erosidén, y la calificaciédn
de estrechamiento del espacio de la articulacién.
Los criterios de inclusidn clave de este estudio fueron:
Experimentaron una respuesta inadecuada al tratamiento
previo o actual con etanercept, infliximab o adalimumab debido
a toxicidad o eficacia inadecuada
Etanercept por > 3 meses a 25 mg dos veces por semana
Infliximab, por lo menos 4 infusiones de > 3 mg/kg
Adalimumab por > 3 meses a 40 mg cada dos semanas
Deben haber recibido MTX a una dosis de 10-25 mg/semarna
(peroral (p.o.) o parenteral) por al menos 12 semanas, las
Gltimas 4 semanas antes del despistaje a una dosis estable.
Todos los otros DMARD/mcdificadores de respuesta bioldgica
retirados por- lo menos 4 sSemanas antes de la distribucidn
aleatoria (8 semanas para infliximab, leflunomida y adalimumab)
Egquivalente de prednisona < 10 mg/dia
Conteco de articulaciones hinchadas {(SJC per sus siglas en
inglés) > 8 (conteo de 66 articulaciones) y conteo de
articulaciones sensibles (TJC por sus siglas en inglés) > 8
(conteo de 68 articulaciones)
CRP > 1,5 mg/dl (15 mg/l) o ESR > 28 mm/h
Evidencia radiografica de por lo menos una articulacidén con

una erosién definida atribuible a artritis reumatoide.
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El tratamiento del estudio fue:
Grupo A:
Rituximab, dos infusiones i.v. de 1000 mg en los dias 1
vy 15
Grupo B:
Placebo, infusiones i.v. en los dias 1 y 15
Ambos grupos
100 mg i.v. de metilprednisolona antes de cada infusién
de rituximab/placebo
60 mg/d de prednisona en los dias 2-7 y 30 mg/d en los
dias 8-14.

Resultados a los 6 meses:

Poblaciones de Pacientes:

N° de pacientes Placebo Rituximab
Inscritos 209 308
7T 201 298
Roturag de Frascos 4 3
Sitio Auditado 1 4
Tratado antes de la Dist.3 3
Aleatoria
ITT por Regidn 201 298
EE.UU. 116 (58%) 172 (58%)
No EE.UU. 85 (42%) 126 (42%)
ITT por RF 201 298
RF+ve 160 (80%) 234 (79%)
RF-ve 41 (20%) 64 k21%)
Por Protocolo 161 259
Exclusiones 48 (24%) 49 (16%)
Seguridad 209 308
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ITT

Distribuido aleatcriamente

Recibié parte de la infusidn

Analizado como distribuido aleatoriamente
Por Protocclo

Comc antes pero adherido al protocolo
Seguridad

Distribuide aleatoriamente

Recibid parte de la infusidn

Analizado tal como fue recibido

Demografia de los pacientes:

Placebo Rituximab

2 x 1000 mg

{(n=201) (n=298)
Sexo
Femenino 82% 81%
Masculino 18% 19%
Edad (Promedio, Afics) 53 52
Dosis de metotrexato (mg/semana) 1% 15
DMARD previos (promedio) 2,5 2,6
Numero de terapias anti-TNF 1,5 1,5
previas
Pacientes que recibieron 78% 74%
corticosteroides concomitantes*
Pacientes que recibieron NSAID o 75% 67%

COX2#*
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Caracteristicasgs de la Enfermedad de los Pacientes en la Linea

de Bage

Duracién de la enfermedad (afios)
SJC (promedio}

TJC (promedio)

RF Positivo

RF {(promedio, IU/1)

CRP (promedio, mg/dl)

ESR (promedio, mm/h)

DASZ28

Digposicidon de los pacientes

Distribuidos aleatoriamente
Retirados

Eventos adversos

Muertes

Respuesta insuficiente
Tratamiento rechazado

Otros

24 sewmanas completadas

Placebo
{n=201)
11,7
23
33
80%
320
3,8
48
6,8
Placebo
209
97 (46%)
1 (<1%)
83 (40%)
5 (2%)
8 (4%)
112 (54%)

Rituximab

2 x 1000 mg
(n=298)
12,2

23

34

79%

328

3,8

48

6,9

Rituximab

2 X 1000 mg
308

54 (18%)

8 (3%)

36 (12%)

5 (2%)

5 (2%)

254 (82%)}

Los resultados de eficacia del estudio son mostrados en las

Figuras 1-12.
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Los resultados radiogrdficos del estudio son mostrados en
las Figuras 13-17.

El cambio promedio en los parametros establecidos
esenciales de ACR es mostrado en la Figura 18.

El andlisis de seguridad del estudio es mostrado en las
Figuras 19-31.

Lag conclusiones del estudio REFLEX fueron:

El rituximab fue asociado con un aumento significativo en
la tasa de respuesta ACR20 sobre el placebo (punto £final
primario} .

Todos los puntos finales secundarios y exploratorios (DAS,
EULAR, conjunto esencial de ACR) soportaron el analisis
primario.

Los resultados radiogrdficos indican que el ramal de
tratamiento mostrd® una calificacidén total Sharp-Genant menor
durante las 24 semanas versus el ramal de placebo (Fig. 13),
una calificacién de erosidn Sharp-Genant menor durante las 24
gemanas versus el ramal de placebo (Fig. 14), una calificacién
de JSN Sharp-Genant menor durante las 24 semanas versus el
ramal de placebo (Fig. 15), una proporcidén mucho mayor de
pacientes sin cambio en la calificacién de erosidén a las 24
semanas del tratamientoc versus el ramal de placebo (Fig. 16),
con un resumen de los puntos finales radiograficos en la semana
24 para los ramales de placebo y tratamiento proporcionado en
la Fig. 17.

El rituximab fue generalmente bien tolerado.

Eventos relacicnados con la infusidn.
Tasa de todas las infecciones comparable al placebo.

Ligero aumento en tasa/incidencia de infecciones serias.
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Ninguin impacto significativo sobre las inmunoglobulinas.
Bajo HACA.

Resultados a las 56 semanas:

N° de pacientes (%)*

Placebo Rituximab

{n=186) (n=277)
Completaron 56 semanas 141 (76) 202 (73)
Se retiraron 46 (25) 75 (27)

Se retiraron y
recibieron tratamiento 12 {6,5) 29 (10,5)
con inhibidor de TNF

* Pacienets con datos radiogradficos disponibles a las 56

semanas.

La Fig. 41 ilustra adicionalmente la disposicibén de
pacientes del ensayo clinico REFLEX a 1las 56 semanas,
incluyendo tratamientos en curso de subgrupos de pacientes
seleccionados de los ramales de tratamiento y placebo del
ensayo clinico REFLEX Fase III.

Tal como se muestra en la Fig. 42, a la semana 56 el cambio
promedio en 1la calificacidn de Sharp modificada por Genant
total (Genant, Am. J. Med., 30: 35-47 (1983)), en el
estrechamiento del espacio entre la articulacidn (JSN} y en la
calificacién de erosioén mostraron todos una mejoria
estadisticamente significativa sobre el placebo.

La eficacia del tratamiento con rituximab es adicionalmente
ilustrada por el cambio promedio en la calificacidn Sharp-

Genant total con el tiempo. Tal como se muestra en la Figura
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43, la mejoria ha continuado desde la semana 24 hasta la semana
56.

La Figura 44 muestra la distribucidén acumulativa del cambio
en la calificacién Sharp-Genant total.

La Figura 45 muestra los resultados de 1los anélisis de
sensibilidad, expresados por el cambio en la calificacién
Sharp-Genant total. El ramal de tratamiento con rituximab +°
MTX ha sido consistentemente superior al ramal de tratamiento
con placebo + MTX.

La Figura 46 muestra el porcentaje de pacientes que no
mostraron cambios radiograficos en el punto de observacién en
la semana S6 en la condicién de la articulacidén, segin lo
medido por la calificacidn de erosién y la calificacién Sharp
modificada por Genant, respectivamente.

En conclusidén, 1los resultados de este ensayo clinico
muestran que el rituximab inhibe significativamente la
progresidén radiografica en pacientes con artritis reumatoide
(RA) con una respuesta inadecuada © intolerancia a uno o mas
inhibidores de TNF. Ademas, este estudio proporciona la
primera indicacién de qQue una terapia que apunta a las células
B puede inhibir la progresién radiogréafica.

Ejemplo 2

Rituximab en RA: Programa de Fase TII

Un resultado importante a ser evaluado en RA incluye la
inhibicién de 1la progresidén de dafio estructural en la
articulacién y la mejoria en la funcidén fisica. Este resultado
es particularmente importante para pacientes que han sido
diagnosticados recientemente con RA, ya que el impacto temprano

sobre las mismas tiene un beneficio a largo plazo
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potencialmente superior. Genovese y col., Arthritis Rheum. 46:
1443-1450 (2002). Una poblacién de pacientes con RA temprana
seria por lo tanto una poblacidn apropiada a ser estudiada para
determinar estos resultados importantes.

Con respecto a un tratamiento de control adecuadc para
estos pacientes, la terapia estidndar dorada actual para RA
temprana es MTX. En consecuencia, la seleccién de una
poblacién de pacientes ingenuos de MTX y la comparacidén de
.rituximab mids MTX con MTX solo proporciona una comparacidn de
este nueve enfoque de tratamiento contra la norma dorada actual
para estos pacientes.

Este estudio es un estudic en centros miltiples de grupos
paralelos, doble ciego, controlado en Fase II, de distribucién
aleatoria, para evaluar la seguridad y 1la eficacia del
rituximab en combinacidn con MTX comparado con MTX solo, en
pacientes ingenuos de MTX con RA activa.

Objetivos primarios:

1. Determinar la eficacia del rituximab en la prevencidn de la
progresidén en el dafio estructural en la articulacidén y evaluar
la seguridad del rituximab en pacientes con RA activa gque
iniciaron un tratamiento con MTX.

2. Evaluar la eficacia del rituximab para mejorar la funcién
fisica del paciente y los signos y sintomas de RA.

3. Investigar mediante un enfoque de an&lisis de la poblacidn
la farmacocinética (PK) del rituximab en la poblacién objetivo
de pacientes con RA y la influencia de co-variables sobre los
parametros de PK.

4. Explorar la eficacia y la seguridad a largo plazo de cursos

adicionales de rituximab.
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Primer curso - Disefio del estudio:

Grupo A: rituximab 500 mg i.v. x 2 mids MTX (7,5 mg
intensificados a 20 mg p.o.)

Grupc B: rituximab 1000 mg i.v. x 2 mas MTX (7,5 mg
intensificados a 20 mg p.o.)

Grupo C: placebo de rituximab i.v. x 2 mis MTX (7,5 mg
intensificades a 20 mg p.o.)

Para los pacientes del Grupo C, desde la semana 104, un re-
tratamiento con cursos de rituximab 500 mg i.v. x 2 mas MTX
estaban disponibles para pacientes elegibles.

Se aplican las siguientes normas para re-tratamiento, en
linea con los regimenes anteriores:

Segundo curso

Un segundo curso de rituximab wmds MTX o placebo mas MTX
gserd administrado lo mas pronto que sea factiblemente posible
cuando se logre lo siguiente:

1. Ha transcurrido un minimo de 24 semanas desde la primera
infusién del dltimo curso de mediacidn en estudio.

2. DAS28-ESR > 2,6

3. Los criterios de elegibilidad para conteo absoluto de
neutré6filos (no inferior a 1,5 x 10° ul), IgG (no inferior a
5,0 mg/ml}) e IgM (no inferior a 0,40 mg/ml) fueron satisfechos
en el Ultimo andlisis de muestras de sangre.

Ademds, el paciente debe satisfacer los criterios de exclusidn
de elegibilidad 8, 10 y 11 como se describen mas adelante:

1. Enfermedad cardiaca o pulmonar significativa (incluyendo

enfermedad pulmonar obstructiva).
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2. Inmunodeficiencia primaria o secundaria (historia de la
misma, o actualmente activa), incluyendo historia conocida de
infeccidn por VIH.

3. Infeccidn activa conocida de cualquier tipo (excluyendo
infeccidén por hongos de la matriz de la ufla), o© cualguier
episodio mayor de infeccidn gque requirié . hospitalizacidn o
tratamiento con anti-infecciosos i.v. dentro de las 4 semanas
de la infusidén o complecidén de anti-infecciosos orales dentro
de las 2 semanas antes de la infusidn.

Los pacientes que no satisfacen los criterios para un segundo
curso de rituximab/placebo en la semana 24 seran seguidos cada
4 a B8 semanas y recibirdn subsiguientemente el segundo curso en
el momento en que se hagan elegibles en base a los criterios
anteriores.

Cursos adicionales:

A partir de la semana 48 los pacientes pueden hacerse
elegibles para recibir un tercer curso de rituximab/placebo.
El tercer cursoc y los curscs adicionales pueden ser solamente
administrados a pacientes que han satisfecho 1los criterios
anteriores para el segundo curso y en quienes el investigador
considera que ha habido una respuesta clinica relevante después
del primer o el segundo curso de rituximab. Los pacientes que
nunca tuvieron una respuesta clinica deben ser retirados a un
seguimiento de seguridad (SFU por sus siglas en inglés).

Los pacientes que se considera que han tenido una respuesta
clinica, pero no satisfacen actualmente los criterios para
cursos adicionales de rituximab seré&n seguidos cada 4 semanas
desde la semana 48 hasta la semana 56 y entonces cada 8 semanas

y recibirdn subsiguientemente unos cursos adicionales en el
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momento en gque se hagan elegibles en base a 1los criterios
anteriores.

Todos los pacientes recibirdn pre-medicacidn con 100 mg
i.v. de metilprednisolona antes de cada infusidn. Todos los
pacientes recibirdn también una dosis estable de folato (por lo
menos 5 mg/semana) proporcionado como una sola dosis o como una
dosis semanal dividida.

Todos los pacientes deben continuar recibiendo cualquier
corticosteroide de acompafamiento (por lo menos 10 wg/dia de
prednisona o equivalente) o medicamentos anti-inflamatorios no
esteroides XNSAID) orales a una dosis estable. La distribucidn
aleatoria seréd estratificada por regién (EE.UU. o Resto del
Mundo (ROW por sus 8iglas en 1inglés)) y factor reumatoide
(positivo o negativo) para asegurar una asignacidédn balanceada
de pacientes a través de la regién y condicidén RF entre ramales
de tratamiento.

Los pacientes asistirén a la clinica una vez cada 4 semanas
durante las primeras 24 semanas y cada 8 semanas posteriormente
(excepto por las semanas 48-56 en las cuales las visitas seran
cada 4 semanas) para evaluaciones de eficacia, seguridad,
inmunologia y calidad de vida. Las evaluaciones radiograficas
serdn conducidas en el despistaje, la semana 24 y la semana 52.
Las evaluaciones radiogrédficas también serédn conducidas en 1los
afios 2 y 3 después de la primera dosis de medicacidn en
estudio.

La evaluacitn del punto final primario {cambio en la
calificacién Sharp modificada total) ocurrird a las 52 semanas.

Los puntos finales secundarios y exploratorios incluirén puntos
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finales radiogréaficos adicicnales y signos y sintomas, funcidn
figsica y puntos finales de remisidn.

En cualquier momento después de la evaluacidn radiogréafica
en la semana 52, los pacientes que no tienen una mejoria del
20% en los conteog de articulaciones sensibles y articulacicnes
hinchadas pueden recibir terapia de rescate con una dosis
aumentada de MTX © un DMARD no biolégico.

Todos los pacientes que se retiran del estudio en cualguier
punto o completan el periodo de tratamiento total deben
retornar para evaluaciones de SFU en las semanas 4, 12, 24, 36
y 48 después del retiro o la complecidn. Esto sigue de manera
efectiva al paciente por un afic después de que el paciente se
retira del estudio o lo completa. Si el conteo de células B
periféricas (CD19) del paciente no ha retornado a su nivel de
linea de base o al intervalo normal, el gque sea més bajo,
después de un afio, las visitas de seguimiento de seguridad
deben continuar siendo realizadas a intervalos de 12 semanas
hasta que ocurra replecidén de células B.

Para todos los eventos adversos infecciosos serios
reportados unos conteos de CBC, diferenciales, plaquetas, Ig
cuantitativa y CD19 deben ser determinados dentrc de una semana
después de que el evento adversos infeccioso se hizo serio.

Los‘pacientes que se retiran a SFU deben ser fuertemente
alentados a retornar para todas las evaluaciones radiograficas
programadas (en las gemanas 24, 52, 104 v 152)
independientemente de su punto de retiro del estudio. Las
radiografias para estos pacientes deben ser tomadas en linea
con el programa original de evaluaciones, con relacidén al dia

original de distribucién aleatoria.
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Aproximadamente 852 pacienteg seran reclutados para este
estudio y serdn aleatoriamente distribuidos equitativamente en
tres grupos de tratamiento. Los pacientes seradn estratificados
por regidén (EE.UU. o ROW) y condicidn de RF (RF positivo por 1lo
menos 20 IU/ml o RF negativo inferior a 20 IU/ml)}. La
proporcidén general de pacientes de RF negativo serd limitada a
20% del tamafioc de muestra total. El reclutamiento seréa
competitivo, no mids de 70% y no menos de 30% siendo inscritos
en cada regién, No habré reemplazo de pacientes si el
tratamiento de un paciente es descontinuado por cualquier
razoén.

Poblacién objetivo:

La poblacidn objetivo para este estudio es de pacientes con
RA activa temprana, gue son ingenuos a MTX.

Criterios de inclusién:

Los pacientes deben satisfacer los siguientes criterios
para ser elegibles para su entrada al estudio:

1. Capaces Yy dispuestos a proporcicnar un consentimiento
informado por escrito y de cumplir con los requerimientos del
protocolo del estudio.

2. Pacientes con RA diagnosticada por al menos 8 semanas, pero
no mas de 4 aﬁos, de acuerdo con los criterios del ACR
revisados en 1987 para la clasificacidn de la RA.

3. Pacientes ingenucs a, y considerados como siendo candidatos
para, el tratamiento con MTX.

4. Conteo de articulaciones hinchadas (SJC) de por lo menos 8
(conteo de 66 articulaciones) y conteo de articulaciones
sensibles (TJC} de por lo mencs 8 (conteo de 68 articulaciones)

en el despistaje y en la linea de base.
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5. CRP en el despistaje de por lo menos 1,2 mg/dl (12 mg/l).

6. Edad de 18-80 afics.

7. Un glucocorticoide, por lo menos 10 mg/dia de prednisolona o
equivalente es permitido si est& estable por al menos cuatro
semanas antes de la linea de base.

8. El uso de NSAID es permitido si estd estable por al menos
dos semanas antes de la linea de base.

9. Para pacientes de potencial reproductivo (masculinos vy
femeninos), uso de un medio confiable de contracepcién (por
ejemplo anticonceptivo hormonal, parche, digpositivo
intrauterino, barrera fisica} durante tocda la participacién en
el estudio.

10. Debe estar dispuesto a recibir folato oral.

11. Para pacientes de RF negativo solamente, evidencia
radiografica de por lo menos una articulacidn con erosidn
definida atribuible a RA.

12. Pacientes gue deben recibir, o© que estdn actualmente
recibiendo, tratamiento como pacientes no hospitalizados.
Criterios de exclusidn:

1. Enfermedad autoinmune reumdtica diferente a RA, o
complicacién gistémica significativa secundaria a RA
{incluyendo pero no limitada a vasculitis, fibrosis pulmonar o
sindrome de Felty). 8Se permite sindrome de Sjdgren secundario
o vasculitis cutdnea limitada secundaria con RA.

2. Clase IV funcional segin lo definido por 1la Clasificacién
del ACR de la Condicidén Funcional en RA.

3. Historia, o condicién actual, de enfermedad inflamatoria de
la articulacidén diferente a RA (incluyendo, perc no limitada a,

gota, artritis reactiva, artritis por soriasis,
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espondiloartropatia seronegativa, enfermedad de Lyme), u otro
trastorno autoinmune sistémico {(incluyendo, pero no limitado a,
lupus sistémico eritematoso, enfermedad inflamatoria
intestinal, esclerodermia, miopatia inflamatoria, enfermedad
del tejido conectivo mezclado o cualgquier sindrome de
superposicién} .

4. Diagnéstico de artritis idiopdtica Jjuvenil (JIA} o RA
juvenil (JRA) y/o RA antes de los 16 afios.

Exclusiones relacionadas con la salud general:

5. Cualquier procedimiento quirdrgico, incluyendo
cirugia/sinovectomia de hueso/articulacidn (incluyendo fusidén o
reemplazo de articulacidn) dentro de las 12 semanas previas a
la linea de base o planificadas durante el estudio.

6. Ausencia de acceso venoso periférico.

7. Embarazo o lactancia.

8. Enfermedad <cardiaca o pulmonar significativa y/o no
controlada (incluyendo enfermedad pulmonar obstructiva).

9. Evidencia de enfermedad concomitante significativa,
incluyendo, pero no limitada a, trastornos del sistema
nervioso, renales, hepAticos, endocrinos o gastrointestinales
que, en la opinién del investigador, impedirian la
participacién del paciente.

10. Inmunodeficiencia primaria o secundaria (historia de la
misma, o actualmente activa), incluyendo historia concocida de
infeccidn por VIH.

11. Infeccidén activa conocida de cualgquier tipo (excluyendo
infecciones por hongos de 1las matrices de las wufias), o
cualguier episcodio mayor de infeccidn que requiere

hospitalizacidén ¢ tratamiento con anti-infecciosos i.v. dentro
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de las 4 semanas de la linea de base o complecién de anti-
infecciosos orales dentro de las 2 semanas antes de la linea de
base.

12. Historia de infeccién del espacio/tejido profundo (por
ejemplo fasciitisg, absceso, osteomielitis) dentro de las 32
gemanas antes de la linea de base.

13. Historia de infeccibén recurrente o crdnica seria {para el
despistaje de una infeccidn de térax una radiografia de tdérax
sera realizada en el despistaje si no fue realizada dentro de
las 12 semanas previas al despistaje).

14. Historia de cancer, incluyendo tumores sdlidos,
malignidades hematoldégicas y carcinoma in situ (excepto
carcinoma de células basales y células escamosas de la piel gue
han sido extirpadas y curadas).

15. Cualquier trastorno neuroldgico (congénito o adquirido},
vascular o sistémico que podria afectar cualguiera de las
evaluaciones de eficacia, en particular, dolor e hinchazén de
una articulacién (por ejemplo enfermedad de Parkinson,
paradlisis cerebral, neuropatia diabética).

16. Abuso de alcohol o drogas actualmente activo o historia de
abuso de alcohol o drogas dentro de las 24 semanas previas a la
linea de base.

Exclusiones relacionadas con las medicaciones:

17. Historia de una reaccién alérgica o anafilactica severa a
un agente biolégico o hipersensibilidad conocida a cualquier
componente de rituximab o a proteinas murinas.

18. Tratamiento previo con cualquier agente biolégico aprobado

o en investigacidn para RA.
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19. Tratamiento previo con un anticuerpo anti-integrina alfa 4
o un modulador de co-estimulacién.

20. Tratamiento concurrente con cualquier agente biolégico o
DMARD diferente a MTX. El tratamiento debe ser descontinuado
14 dias antes de la linea de base, excepto por los siguientes:
azatioprina por al menos 28 dias; leflunomida por al menos 8
semanas (o por lo menos 14 dias después de 11 dias de lavado
estdndar con carbdédn activado o colesgstiramina).

21. Tratamiento previo con cualquier terapia de deplecidn
celular, incluyendo agentes de investigacidén (por ejemplo
CAMPATH, anti-CD4, anti-CD5, anti-CD3, anti-CD1S, anti-CDlla,
anti-CD22, BLys/BAFF y anti-CD20).

22. Tratamiento con cualquier agente de investigacidn dentro de
los 28 dias de 1la linea de base o cinco vidas medias del
medicamento en investigacidén (lo que sea mas largo).

23. Recepcidn de una vacuna viva/atenuada dentro de los 28 dias
previos a la linea de base (se recomienda que un registro de
vacunacién del paciente y la necesidad de inmunizacidén antes de
recibir rituximab/placebo sean cuidadosamente investigados}.

24 . Glucocorticoides intra-articulares o parenterales dentro de
las 4 semanas previas a la linea de base.

25. Intolerancia o contraindicaciones a glucocorticoides i.v.
Exclusiones relacionadas con los hallazgos de laboratorio:

26. Gonadotropina coriénica humana (hCG) positiva en suero
medida antes de la primera infusién de rituximab.

27. Pruebas positivas para antigeno de superficie de hepatitis
B (HBsAg), anticuerpo de nGcleo de hepatitis B (HBsAb) vy
serologia de heéatitis o

28. Hemoglobina inferiocr a 8,0 g/dl.
175

309



29. Concentraciones de IgG y/o IgM en suero inferiores a 5,0 y
0,40 mg/ml, respectivamente.

30. Conteo absoluto de neutrdfilos (ANC) inferior a 1,5 x 10° /
nl.

31. AST o ALT mayor a 2,5 veces el limite superior de lo
normal .

El final del tratamiento es definido como el punto de
tiempo de 3 afios, después de lo cual habra un periodo adicional
de por lo menos un afic de SFU.

Rituximab (500 mg o 1000 mg) mi&s MTX o placebo mids MTX
geradn administrados por infusidn i.v. en los dias 1 y 15. Los
pacientes pueden ser elegibles para re-tratamiento (dos dosis
espaciadas 14 dias) con una frecuencia mixima de un re-
tratamiento cada 24 semanas. Los pacientes originalmente
distribuidos aleatoriamente para recibir rituximab més MTX
recibirdn re-tratamiento a la misma dosis durante todo el
estudio. Desde la semana 104 los pacientes originalmente
distribuidos aleatoriamente a placebo méas MTX pueden ser
elegibles para recibir rituximab (500 mg) mas MIX. La
premedicacién con 100 mg de metilprednisolona i.v. debe ser
administrada antes de cada infusién.

Unas tabletas de metotrexato (7,5 mg/semana intensificados
a 20 mg/semana) serdn administradas oralmente a todos los
grupos.

Se recomienda que todos los pacientes sean pre-medicados
con paracetamol/acetaminofén (1 g p.o.) y difenhidramina HCl
(100 mg i.v. o antihistamina equivalente oral) 30 a 60 minutos
antes del comienzo de una infusién para reducir el potencial de

reacciones a la infusién.
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Los pacientes recibirén folato o equivalente (por lo menos
5 mg/semana) proporcionado como una dosis dnica o coOmo una
dosis semanal dividida.

Los pacientes pueden continuar recibiendo cualquier
glucocorticoide de acompafiamiento (por lo menos 10 mg/dia de
prednisona o equivalente). Unos analgésicos pueden ser usados
para el dolor si se requiere.

El punto final primario‘es el cambio desde el despistaje en
la calificacién Sharp modificada total en la semana 52 usando
la poblacién destinada a ser tratada (ITT por sus siglas en
inglés) modificada.

Los puntos finales secundarios radiograficos son:

1. Un cambio en la calificacién Sharp total modificada en las
Semanas 24 y 104

2. Un cambio en la calificacién de erosién Sharp modificada en
la Semana 52

3. Un cambio en la calificacidn de estrechamiento de espacio de
articulacidén modificada en la Semana 52

4. La proporcidén de pécientes sin progresidén radiografica en la
Semana 52 (definida como cambio en la calificacidén Sharp
modificada total inferior o iqual a 0). Ademds, la proporciodn
de pacientes sin progresidén radiogrdfica en las Semanas 24 Yy
104 serd analizada.

Los puntos finales exploratorios radiogrdaficos son:

1. Un cambio en las calificaciones Sharp modificadas sera
presentado contra el tiempo.

2. La proporcién de pacientes sin progresidn radiografica en
las Semanas 24, 52 y 104 serd adicionalmente presentada en las

sigulentes sub-categorias:
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a. Proporcién de pacientes sin cambio en la calificacidén de
erosién Sharp modificada desde el despistaje.

b. Proporcién de pacientes sin cambio en la calificacién de
estrechamiento de espacio de articulacidén modificada desde el
despistaje.

c. Proporcién de pacientes sin articulaciones recién
erosionadas.

Las evaluaciones radiogrificas serdn efectuadas como sigue:
unas radiografias separadas de cada mano posterior-anterior
(PA) y cada pie posterior-anterior (PA} seran tomadas de
acuerdo con el programa de evaluaciones. En la visita de
despistaje la legibilidad y 1la calidad de las radiografias
(como se puede encontrar en un manual de procedimiento para
exadmenes radiograficos de las manos, las mufiecas y los pies)
deben ser confirmadas antes de gque el paciente abandone el
lugar. Las radiografias para pacientes de RF negativo en la
visita de despistaje seran verificadas para determinar la
evidencia radiogrdfica de por lo menos una articulacidn con una
erosién definida atribuible a RA por el sitio de lectura
central. Todas las radiografias serin evaluadas usando el
método de acuerdo con Sharp, modificado por Genant, Am. J.
Med., 30: 35-47 (1983). La evéluacién primaria serd el cambio
desde el despistaje en la calificacidén Sharp modificada total
en la semana 52. La calificacidén Sharp modificada total
combina una calificacién de erosidén y una calificacidn de
estrechamiento de espacio de articulacidén de manos y pies. La
calificacidén de erosidén total maxima en las manos es 100 y en
los pies 42, la calificacién méxima para estrechamiento de

espacio de articulacién en las manos es 100 y en los pies 48.
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La calificacién Sharp modificada total méxima que puede ser
lograda es 2%50. El cambio en calificacién en la semana 52 es
calculado como:

Cambio = calificacién en la semana 52 menos calificacién en el
despistaje.

Se tomardn radiografias de las manos y los pies para
calcular una calificacidén Sharp modificada total. Antes de
comenzar el ensayo todos los departamentos de radiologia
participaradn en sesiones de entrenamientc para normalizar las
radiografias. Esto incluird normalizacidén para procedimientos
de validacién para equipos, peliculas, casetes, colocacidén de
manos/pies Y procedimientos para obtener radiografias
consistentes.

Se espera que el cambio en la calificacién Sharp modificada
total sea asimétrico y por ello no distribuidc normalmente.
Por lo tanto, el cambio en la calificacidén Sharp modificada
total en la semana 52 serad probado entre grupos de tratamiento
usando una prueba estadistica no paramétrica de estratificacidn
por regién y condicidén de RF. Sin embargo, s8i se muestra gue
los datos estan aproximadamente distribuidos normalmente, los
datos ser&n analizados usando un modelo de an&lisis de varianza
(ANOVA) con regidén, condicién de RF y grupos de tratamiento
como términos exploratorios en el modelo.

El principio de cierre serd usado para ajustar miltiples
comparaciones "en el punto final primario. La primera
comparacién ser& entre cada uno de 1los tres ramales de

tratamiento usando una prueba estadistica Kruskal-Wallis.
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Los tres ramales de tratamiento seran considerados
diferentes si hay suficiente evidencia estadistica para
rechazar la siguiente hipdtesis nula:

Ho: M1 = H2 = M3

es decir, sin evidencia de que haya cualquier diferencia en el
cambio en la calificacién Sharp modificada total en cualquiera
de los ramales de tratamiento,

y aceptar la hipdtesis alternativa:

H,: 4, no es igual a pz, © pp no es igual a p;, o WP no es igual
a M

es decir, hay una diferencia en el cambic en la calificacidn
Sharp modificada total en por lo menos una de las comparaciones
de tratamiento en pares.

Si el resultado de prueba es estadisticamente significativo
en un nivel ¥ = 0,05, se concluye gue hay una diferencia en el
cambio desde la 1linea de base en 1la calificacidén Sharp
modificada total en la semana 52, entre 1los ramales de
tratamiento.

Subsiguientemente, cada uno de los grupos de rituximab es
comparado con el grupo de placebo, en el nivel ¥V = 0,05, como
se describe mas adelante. Las comparaciones primarias serén
consideradas como el grupo de dosis de rituximab individual
versus el grupo de placebo, usando la prueba estadistica de Van
Elteren.

Cada uno de los ramales tratados con rituximab serd
considerado superior al placebo si hay suficiente evidencia

estadistica para rechazar la siguiente hipdtesis nula:

Ho: 2 = M2
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es decir, sin evidencia de que el cambio en la calificacidn
Sharp modificada total en el ramal de rituximab sea superior al
ramal de placebo,

y aceptar lé hipdtesis alternativa:

Hi: py no es igual a p3

es decir, el cambioc en la calificacidén Sharp modificada total
en el ramal de rituximab es superior al ramal de placebo.

Si el resultado de prueba es estadisticamente significativo
en un nivel ¥V = 0,05, se concluird que el ramal de rituximab
demostrd un cambio superior desde la linea de base en la
calificacién Sharp modificada total en la semana 52 cuando se
compara con el ramal de placebo.

Se hard un esfuerzo por asegurar, siempre gue sea posible,
gue los pacientes regresen para sSus visitas radiogréficas,
incluso si se retiran del medicamento en estudio. Los datos

faltantes en la semana 52 serdn imputados usando los siguientes

" métodos:

Si faltan los datos radiograficos de la semana 52, entonces
los datos radiograficos de 1la semana 24 serln usados para
extrapolar linealmente el resultado de la semana 52 de ese
paciente. Agquellos pacientes que se retiren prematuramente del
estudio antes de la semana 52 seran incluidos como parte del
analisis de datos radiogrificos de la semana 52. Cualquier
paciente gque no tenga datos radiogrdficos posteriores al
despistaje serad excluido de la poblacién ITT modificada y por
lo tanto del andlisis de punto final primario.

La influencia de los desequilibrios potenciales en las
asignaciones de tratamiento dentro de sitio particulares sera

investigada. Unos andlisis de sensibilidad seradn realizados
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para evaluar el impacto de sitios fuertemente desequilibrados
en el anadlisis primario.

En cuanto a los puntos finales secundarios radiogréficos,
el cambic en la calificacidén Sharp modificada total en las
semanas 24 y 104 serd analizado de la misma manera Jue se
especificé para el punto final primario. El cambio en 1la
calificacidén de erosidén Sharp modificada en la semana 52 sera
analizado de la misma manera que se especificé para el punto
final primario. Ademds, el cambio en 1la calificacidén de
erosién Sharp modificada en las semanas 24 y 104 seré
analizado. El cambio en la calificacién de estrechamiento de
espacio de articulacidén modificada en la semana 52 sera
analizado de la misma manera que se especificd para el punto
final primario. Ademds, el cambio en la calificacidn de
estrechamiento de espacio de articulacién modificada en las
semanas 24 y 104 serda analizado. La proporcién de pacientes
sin progresién radiogrdfica en la semana 52 (definida como un
cambio en la calificacién Sharp modificada total inferior o
igual a 0) serd evaluada como sigue: La diferencia en las
proporciones serd ensayada usando una prueba estadistica de
Cochran-Mantel Haenszel (CMH) estratificando por regidn vy
condicidén de RF. Ademds, la proporcidén de pacientes sin
progresidén radiografica en las semanas 24 y 104 serda analizada.

En cuanto a los puntos finales exploratorios radiogréaficos,
el cambio en las calificaciones Sharp modificadas totales seré
presentado contra el tiempo. La proporcién de pacientes sin
progresién radiogréfica en las semanas 24, 52 y 104 seréa

adicionalmente presentada en las siguientes sub-categorias:
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Proporcidn de pacientes sin cambio en la calificacidén de
erosidn Sharp modificada desde el despistaje

Proporcién de pacientes sin cambio en la calificacidn de
estrechamiento de espacio de articulacidén modificada desde el
despigtaje

Proporcidn de pacientes sin articulaciones recién
erosionadas.

Los detalles de las articulaciones para evaluacién
radiografica y escalas de graduacidén (Genant, Am. J. Med., 30:
35-47 (1983)) son como sigue:

Escalas de Graduacién:

1. Estrechamiento de Espacio de Articulacidén (JSN)

Grado 0 - Normal

Grado 0,5 - JSN sutil o hallazgos eguivocos.

Grado 1,0 - JSN suave (focal o menor).

Grado 1,5 - JSN suave a moderado.

Grado 2,0 - JSN moderado.

Grado 2,5 - JSN moderado a severo.

Grado 3,0 - JSN severo.

Grado 3,5 - JSN severo cercano a anguilosis,

Grado 4,0 - Angquilosis definida.

2. Erosiones (interrupcién discreta de 1la superficie
cortical)

Grado 0 - Normal

Grado 0,5 - Pérdida sutil de continuidad cortical o
hallazgos eguivocos de erosidn Osea.

Grado 1,0 - Suave. Erosiones definidas pero pegquefias de

uno o ambos huesos de la articulacién, usualmente en las &reas
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desnudas que involucran menos de 25% de las superficies de la
articulacién.

Grado 1,5 - Suave a moderada. Erosiones pequefias-medianas
que involucran menos de 25% de la superficie articular de uno o
ambos huesos de la articulacidn.

Grado 2,0 - Moderada. Erosiones medianas-grandes gue
involucran 26-50% de la superficie articular de ambos huesos de
la articulaciédn.

Grado 2,5 - Moderada a severa. Erosiones de 51-75% de las
superficies articulares.

Grado 3,0 - Severa. Erosiones de 76-90% de las superficies
articulares.

Grado 3,5 - Muy severa. Erosiones de 100% de las
superficies articulares (destruccidn total de las superficies
articulares).

Evaluacidén de la Articulacidn:
1. Estrechamiento de Espacio de Articulacidén en la mano (13
articulaciones por mano)

a. Todas las articulaciones interfalangianas prdéximas (PIP)
en los digitos II-V.

b. La articulacidén interfalangiana en el digito I.

c. Todas las articulaciones metacarpofalangianas (MCP).

d. Las articulaciones carpometacarpales (CMC) de los
digitos IIIL-V como una sola unidad.

e. El espacio pericapitado (escafoide-capitado y 1lunado-
capitado combinado) .

f. La articulacién radiocarpal.

2. Calificaciones de Erosidén en la mano (15 articulaciones por

mano)
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a. Todas las articulaciones interfalangianas préximas (PIP)
en los digitos II-V.

b. La articulacidn interfalangiana en el digito I.

c. Todas las articulaciones metacarpofalangianas (MCP).

d. Las articulaciones carpometacarpales (CMC) del digito I.

e. El hueso escafoides.

f. El1 radio distal.

g. La ulnar distal.

Lags calificaciones serdn sumadas por separade (14 x 3,5

madximo por articulacidn x 2 = 98 para las erosiones y 13 x 4
maximo por articulacién x 2 para JSN). Cada suma sera
normalizada a una escala de 0 - 100. Ambas calificaciones

serin sumadas para obtener una calificacidén total (escala 0 -
200) .
3. Estrechamiento de Espacio de Articulacién y Erosiones (6
articulaciones por pie)

a. Todas las articulaciones metatarsofalangianas (MTP).

b. Todas las articulaciones interfalangianas en el digito

I.

Las calificaciones serdn sumadas por separado (6 x 3,5
maximo por articulacidén X 2 = 42 para las erosiones y 6 x 4
maxime por articulacién x 2 = 48 para JSN. Ambas

calificaciones seradn sumadas para obtener una calificacién
total con una escala 0 - %0.

Las radiografias originales sera&n enviadas al sitio de
lectura central, en donde su calidad serd contrclada. Si 1la
radiografia inicial fuera de calidad inaceptable, el centro
serd aconsejado en cuando a las correcciones que son necesar;as

e instruido para obtener una segunda radicografia.
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Todos los pacientes distribuidos aleatoriamente en el
estudio que han recibido por lo menos parte de una dosis de
rituximab (incluyendo aquéllos gue se han retirado a wun
seguimiento de seguridad) tendran radiografias de manos/mufiecas
y pies tomadas en las semanas 24, 52, 104 y 152. Se alentara
fuertemente a los pacientes para gque regresen para todas 1las
evaluaciones radiograficas independientemente de su punto de
retiro del estudio. Las radiografias de estos pacientes deben
ser tomadas en linea con el programa coriginal de evaluaciones,
con relacién al dia original de distribucién aleatoria.

Unos puntos finales secundarios y exploratorios adicionales
serdn para signos y sintomas, funcién fisica, remisidn vy
resultados reportados por los pacientes.

El cambio en la calificacién Sharp modificada total en la
semana 52 serd probado entre grupos de tratamiento usando una
prueba estadistica no paramétrica estratificando por regién vy
condicién de RF. Sin embargo, si se muestra que los datos
estan aproximadamente distribuidos normalmente, los datos seran
analizados usando un modelo de analisis de varianza (ANOVA) con
regién, condicién de RF y grupos de tratamiento como términos
exploratorios en el modelo.

Es claramente conveniente mantener los pacientes en una
condicién de baja actividad de la enfermedad limitando 1los
atagues de enfermedad y limitando potencialmente la progresidn
del dafioc estructural. En el estudio DANCER mencionado
anteriormente (Emery y col., EULAR, supra, y Van Vollenhoven vy
col., EULAR, supra), en la semana 24, aproximadamente 90% de
los pacientes tratados con rituximab no habia logrado remisién

EULAR (DAS28). En el estudio que es el tema de este Ejemplo,
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tales pacientes serian elegibles para recibir su primer re-
tratamiento de rituximab en la semana 24. El re-tratamiento
obligatorio basado en DAS28-ESR proporciona una informacién
objetivo con respecto a un paradigma de re-tratamiento basado
en la actividad de la enfermedad. El periodo minimo de 24
semanas entre cursos es recomendado en base a la
farmacocinética y la farmacodiné&mica del rituximab. Sin estar
limitados por alguna teoria en particular, la farmacocinética y
la farmacodindmica del rituximab parecen demostrar que, en este
momento (semana 24), los niveles de medicamento estdn por
debajo del nivel de deteccién y hay evidencia de retorno de
células CD19+ periféricas. Esto es paralelo a‘ un aumento
aparente en la actividad de la enfermedad después de este punto
en el tiempo, y por lo tanto representa un punto razonable a
partir del cual unos cursos adicionales podrian  ser
proporciconados.

Se espera que el rituximab (o un anticuerpo 2H7 humanizado
gue sustituye al rituximab) en combinacién con MTX seréd eficaz
para satisfacer el punto final primaric en la prevencién de la
progresién en el dafio estructural en la articulacidn como se
expone en este Ejemplo. También se espera gue el régimen de
este estudio satisfard uno o mds de los puntos finales
radiograficos secundarios. Asi, se espera que la
administracién de wuna primera dosis de rituximab o 2H7
humanizado {(a 500 mg x 2 o 100 mg x 2) con metotrexato reduciré
el dafio en la articulacién desde la linea de base (antes de la
primera administracién de anticuerpo CD20), segin lo medido por
la calificacién Sharp total modificada, por lo menos

aproximadamente un mes desde la linea de base o el inicio del
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tratamiento, preferiblemente por lo menoz aproxXimadamente 24
semanas desde la linea de base, de preferencia por le menos
aproximadamente 52 semanas desde la linea de base, y en puntos
de tiempo adicionales hasta 104 semanas desde la linea de base.
Tamblén sge egpera ogue los pacientes pueden éer re-tratados de
manera e€ficaz a las 24 gemanas ¢ 52 semanas desde la linea de
base para mantener su prevencion de progresion del dafice en la
articulacidn.

Se predice y se espara gque la administracidn de rituximah o
un 2ZH7 humanizado al sujeto en el protocolo de re-dogificacién
programnada expuesto anteriorments serd efectiva para prevenir
la progresidn del dafio estructural en la articulacidn en la
semana 52 o posteriormente. Se ezpera gue estos resultados
gerin gignificativamente mejores que aguéllos del control.

Tambié&n se egpera gue, en aproxXximadamente la semana 48-54,
otra desis de 1 g o 2 g del anticuerpo CLR20C {por ejemplo
rituximab o un 2H7 humanizade) proporcionada toda de una vez o
distribuida en aproximadamente 14-16 diag en cantidades de 0,5
o 1 gramo seria efectiva para tratar el dafio en la articulacidn
para =1 segundo afic entere, c¢on o sin unc o mMis Segundos
ﬁedicamentoa talez como agentes inmuncsuprezores. R3i, el
anticuerpe CD20 geria administrado inicialmente dentre de
aproximadamente el pericdo de tiempo de 2 semanas, seguido por
obkro tratamiento a aproximadamente 4-5 meges, seguldo por otro
tratamients a aproximadamente un  afie desdes el tratamiento
inicial i{medido desde el momento en gue una cualgquiera de las
dogis fue administradaj, geguide por un  tratamiento a
aproximadamente daos aflod desde el tratamiente inicial, con
éxito esperado, en dosificaciones de aproximadamsnbe medic
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gramo o un gramo x 2-4 paré cada travamiento, administradas
conjuntcamente, aproximadamente semanalmente, o aproximadamente
rada doa semanas durante aproximadamente dos a cuatro semanasa.
Se espera gue leos resultados de este tratamiento gerian muche
mejores gue aguéllos del control con placebo. 5e espera due
egte protoceoleo de re-tratamiento serd exitosamente usade por
varics afios con poces ¢ ninglin sfecto adverso.

También se contempla gue el rituximab u otro anticuerpo
ChD20 satisfard el punto final primaric como una monoterapila
usandc el mismo régimen a la misma dosis ¢ una dosis superior
gin un segundo medigamente tal como. MTX, ¥y gue el re-
tratamiento usande ¢l mismo régimen a la misma dosiz ¢ una
dogis superior seria exitesc como una monoterapla.

Ejemplo 3

Estudioc de la Eficacia del Re-tratamiento con Rituximab

an Pacientes con Artritis Reumataoide

Eske ejemple describe un estudic en centros midltiples
controlade por placebo, doble ciego, distribuide aleatoriamente
de fage III, del re-tratamiento con rituximab en sujetos con RA
gue reciben metotrexato de acompanamiento.

El cbjetivo primaric de este estudic ea evaluar la eficacia
del re-tratamientd con rituximab en sujetcs con RA activa que
estdn recibiendc MTX v gue han tenido una respuesta inadecuada
a ios inhihidorez de THNF.

Los objetiveos sequndaricas de este  estudice son los
giguientes:

. EBvaluar la seguridad el re-tratamiento con rituximak en
sujetos con RA activae que estdn recibiendo MTX y que han tenido

una regpuesta inadecuada a los inhibidores de TNF.
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+ Bvaluar la sequridad del rituximab en sujetos con RA activa
que eztidn recibiendo MTX ¥ gque han tenido una zrespussta
inadecuada a les inhibidorezs de TNF.

Este ea un estudio en centros miltiples controlade por
placebo, dcble ciege, distribuideo aleatoriamente, de Fase II1
que =valua la eficacia del re-tratamiente con rituximab en
sujetos con RA activa que estan recibiende MTXK. El estudioc
consiste en cuatro partes: despistaje, periode de tratamiento
(rituximab con etigueta abierta para &1 primer curso ¥y, para
los sujetos elegibles, re-tratamiento distribuido
aleatoriamente, doble ciegel, seguimiento de seguridad (EFU) v
geguimiente de células B. Los sujetos deben haber tenido una
respuesta inadecuada al tratamiente con uno o mAs inhibideres
de THF debido a toxicidad s eficacia inadecuada.
Aproximadamente 555 sujetos enkraran al periodo de tratamientc
en aproximadamente 150 eitios investigados en los Estados
Unidos. Se inscribirdn sujetcs con BF positiveo v RF negativo y
seran asignados equitativamente entre ramales de tratamiento,
la proporcién total de sujetes con RF negativoe estandeo limatada
a 20% del tamadlc total de la muesstra,

Antes del Dia 1, lca sujetos serin descontinuados de todos
loz DMARD excepto por el MTX (para lefluncmida, adalimumab e
infliximak por > &8 gemanas ¥y etansrcept por > 4 Semanasl .
Tedos los sujetog continuarin recibiendo MTX 10-25 g/ semana, a
wna dosis estable por la duracidn del estudio, La wviaita de
despistaje ocurrird hasta 56¢ dfas antes de recibir la primera
dosis de tratamiento de estudio dependiendo de  los

requarimientos de suspensidn.
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Todos  log  sujetos gue  satisfacen  los driterics  de
elegibilidad ¥y estan inscritos en el ensayo recibiran rituximab
Fara £1 primer cursc de tratamienteo. Un curso de rituximab es
definide ¢omeo dos dosis intravenosas {i.v.] de 1000 mg
administradas con 14 dias de separacidn, con pre-medicacidn con

metilprednisolona a 100 mg i.v, antes de cada dosis de

rituximab. Todos los sujetos también recibiridn una deosgis
estable de folato {3 5 mg/semana) . Todos los sujetos deben
continuar recibiendeo cualquier corticosterolde de

acompafiamiento (< 10 mg/dia de prednizona o eguivalente) o
medicamentos anti-inflamatorios no estercides (NSAID) a una
dozis estable.

La primera dosis de rituximab debe ser administrada dentro
de las 24 horas siguientes a las evaluaciones de linea de base.
5in embargo, si es necegario, hasta 72 horas seran permitidas
entre las evaluaciones de linea de base ¥ la primera doesis del
medicamento en estudio.

Durante las Semanas 24-40, lo2 sujetos gue tisnen una
enfermedad activa en base a una califigacidn de actividad de la
enfermedad en 28 articulaciones {(DAS 238-tasa de sgedimentacidn
de eritrocites [ESR]) de > 2,6 seran consideradog elegibles
para el re-tratamiento y serin distribuidos aleatoriamente en
ura relacidn 2:1 para regibir re-tratamiento <ol Un CUrso
adicional de rituximah (Grupe A) o placebo {(Grupe B). Los
aujetos gue ne gatisfacen log criterios para un segundo curso
de rituximabh durante las Semanas 24-40 continuaridn en
seguimiente por sequridad v eficacia. Los sujetos qgque
satisfacen los criterioas para =1 re-tratamiente durante laa

Jemanas 24-40 vy vechazan el tratamiento, por cualguier razén,
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seran retirados del periodo de tratamiento y entraran al
periodo de SFU.

Se realizarén unas evaluaciones estandar de artritis y de
seguridad. Las mediciones farmacodinamicas incluiran células B
C19%, inmunoglobulinas y auto-anticuerpos. Las calificaciones
DAS 28-ESR serdn calculadas por el investigador en visitas
programadas de manera regular (Prevoo y col., Arthritis Rheum.
38: 44-48 (1995); DAS.score.nl 2005 DAS-score.nl 2005: hogar de
DAS. Departamento de Reumatologia, Centro Médico Universitario
Nijmegan, Paises Bajos [citado el 1° de septiembre de 2005].
Disponible de: http://www.das-score.nl/www.das-score.nl/
index.html) .

El periodo de tratamiento es de 72 semanas (Dia 1 a Semana
72) . Todos 1los sujetos que se retiraron del periodo de
tratamiento en cualquier momento © gue recibieron tratamiento
con rituximab/placebo entre las Semanas 24-40 y completaron el
periodo de tratamiento deben retornar para evaluaciones de SFU
en las Semanas 4, 12, 24, 36 y 48 de SFU después del retiro o
la complecidn. Todos los sujetos seran seguidos por al menos
48 semanas despugés de su dGltima dosis de rituximab. Todos los
sujetos que reciben solamente un cursc de tratamiento con
rituximab (es decir, aquéllos que no califican para re-
tratamiento durante el estudio) y completan el periodo de
tratamiento no regresarin para SFU.

Los sujetos cuyo conteo de células B periféricas no se han
recuperado para el final del periodo de tratamiento o el
periodo de SFU continuarédn en seguimiento para evaluaciones de
laboratorio y la ocurrencia de eventos adversos serios cada 12

semanas hasta la recuperacidén de las células B. La
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recuperacién de las célulags B es definida come contecs de
células B periféricas gue han retornade a los valores de linea
de bagse ¢ =1 limite infericr de lo nermal {(LLN), lo gue sea
menor.

En o luego de las 16 semanaz despugs del re-tratamiento,
loa sujetos ﬁue no hayan lograde un 20% de mejoria en los
conteo2 de articulaciones sensibles (TJC) ¥ los conteos de
articulacicnes hinchadas (2JC) en comparacién con la linea de
base pueden iniciar un tratamiento de rescate con un DMARD no
biclégico, cuya eleccidn egstid a la digscrecidn de su médico
tratante,

En un estudie de re-tratamiente de rituximab en RA, los
sujetes  lograron unas respuestas  del 'Colegim Americanc de
Reumatologia (ACRYZ2G, S0 y 70 sostenidas (Pavelka y col.,
"Eficacia y seguridad después de unos curscs repetidos de
rituximab en pacientes con artritis reumatoide activa."
Resumen preséntaﬁo en EULARR 2005). Bin embargo, debido a que
este estudic es un estudic de etigueta abierta, no hay datos
controladcs- gque ewvalfien la eficacia y la seguridad del re-
tratamiento ¢on rituximab en RA. El presente e=studic es
digeflado para evaluar la eficacia del re-tratamiento en un
ensayo contrelade por placebo con un solo curso adicional de
rituximab en sujetos con RA activa. Los sujetos con enfermedad
activa, segin lo caracterizado por una DAS 28-ESR » 2,6, geran
tratades con un asegunda curas de medicamento en  estudio
(rituximab o placebo] durante laz Semanas 24-40.

El propésito del re-tratamiente con rituximab es prevenir
leos atagues, promover un control angtenide de la enfermedad e

impedir potencialmente la progresidn de la enfermedad. El
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criteric de DAS 28-ESE » 2,6 para el re-tratamiento asegurara
gue loz gujetos con actividad de enfermedad clinicamente
significativa sean re-tratados. La DAS 25-ESR zerd calculada
cusandn el nimero de articulaciones hinchadas vy sensikbles, la
ESE v la Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad por
el Pagiente (en una escala analdgica visual [VAS] de 100 mm,) .

El punto final primaric de este estudic es la proporcidn de
sujetos re-tratados con una ACR2Z0 en la Semana 48 relativa a la
linea de base (Dia 1), ne relativa al tiempe de tratamiento.
La linea de kase (Dfia 1), no el tiempo de tratamiento, £fue
escogida con el fin de evaluar el beneficio total del re-
tratamiente con rituximab en sujetos con RA moderada a severa.
8in estar limitados por alguna teoria en particular, se tiene
la hipdtesiz de que el re-tratamientse con RTX resulta en el
mantenimiento del efests hasta una ligera mejoria en la Semana
48 con relacidén a la Semana 24, en comparacidn con un detericro
eri loa sujetos tratadoz ceon placebo. Aungue puede haber un
clarc beneficic de tratamiento en logs sujetos re-tratadesz, las
respuestas de ACR2Z0 en la Semana 48 con relacidn a una linea de
bage en la Semana 24 para ambos 4grupos pueden 7o 89X
significativas. BAsI, este estudio no es digefiade para evaluar
la mejoria con relaclidn al tiempo de re-tratamiento.

Fn bagse a los dates en la Semana 24 en el estudio de Fase
IIT (REFLEX, WARL7042/U32£4€s/IDECL02-20), aproximadamente 1%
de los sujetos ftratados cen rituximalk habrian satigfecho el
criteric de re-tratamiente {DAS 28-ESR > 2,6) en la Semana 24
de este protocols. El re-tratamiento cbligatorioc basado en DAS
28-E2R proporcionard una informacién de eficacia objetiva

ugando un paradigma de re-tratamiento basadeo en la actividad de
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la enfermedad. El periodo minimo de 24 semanas estd basado en
la farmacocinética y la farmacodinamica del rituximab. Esto
estd en paralelo con un aumento aparente en la actividad de la
enfermedad después de este punto en el tiempo y, por lo tanto,
representa un tiempo razonable para re-tratar.

La medicidén primaria de resultado es la proporcidén de
sujetos re-tratados con una respuesta de ACR20 en la Semana 48
con relacién a la linea de base (Dia 1). |

Las mediciones secundarias de resultados son las
siguientes:

Proporcidén de sujetos re-tratados con una respuesta de ACR50
y ACR70 en la Semana 48 con relacidn a la linea de base (Dia
L.

Cambio en DAS 28-ESR en la Semana 48 en comparacidén con la
linea de base (Dia 1} para los sujetos re-tratados.

Proporcidn de sujetos re-trataaos que lograron una respuesta
de la Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR) (buena o
moderada) en la Semana 48 con relaciédn a la linea de base (Dia
1).

Cambio en el conjunto esencial de ACR en la Semana 48 en
comparacidén con la linea de base (Dia 1) para sujetos re-
tratados (SJC, TJC, Cuestionario de Evaluacién de Salud [HAQ],
evaluaciones globales por el paciente y el médico, evaluacidn
de dolor del paciente, proteina C-reactiva [CRP] y ESR).

ACR-N en la Semana 48 en sujetos re-tratados.

Cambio en la subescala SF-36 y calificaciones de resumen
desde la linea de base (Dia 1) a la semana 48 en sujetos re-

tratados.
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Cambio en la Evaluacidn Funcional de Terapia de Enfermedad
Crénica-Fatiga (FACIT-F) desde la linea de base i{Dia 1) hasta
la Semana 48 en sujetos re-tratados.

Proporcidn de respuesta ACR20, ACRS0 y ACRTD en la Semana 48
en todoz lgoa sujetaos.

Las mediciones exploratorias de resultadoa son:

Proporoidn de todos los 2ujetog gque lograrcn una respuesta
ACRZ0, ACRS0 v ACR70 en la Semana 72 en comparacidn con la
linea de base.

Proporcidn de sujetos con remisién de DAS Z8-ESR (DAS 28-ESR
< 2Z.6)] =2n la Semana 48,

Proporcién de sujetos con enfermedad de baja DAS 2B-ESR (DAS
28-ESR « 3,2 en la Semana 48.

Proporcitn de sujetos con remisidn de DAS 28-ESR {DAS 2B-ESR
< 2,8) en la S8emana Y2.

Proporcidn de sujetos con enfermedad de baja DAS Z28-ESR (DAS
ZB-ESR < 3,2) en la Semana 7:Z.

Losgs sujetog elegibles gue tienen RA activa de RF positivo
(>» 20 IU/ml) o RF negative, estén recibiendo MTX ¥y han tenido
una respuesta inadecuada previa © actual a unc © mas
inhibideres de TINF serdn gometidos a despistaje para su
participacién en el estudio. Loz sujetog con RF negativo
egtardn limitados al 20% de la poblacién inscrita total.

Los sujetos deben satiafacer los sgiguientes critarics para
ser =legibles para su entrada al estudioc:

Forma de consentimiento informada firmada.

Capacidad y disposicidn para cumplir con los reguerimientos
del protocolo de eatudio.

 LBdad da 18-80 afios.
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Diagnéstico de RA por al mencs & meses, de acuserdo con los
criterios del ACR de 1987 revisados para la clagificacidn de RA
{Hochberg v <ol., Arthritils Rheum. 35: 458-502 {1952)]:

Clage T
Capacidad funciconal completa con capacidad de llevar a c¢abko
todas las tareas usuales sin impedimentos.

Clagse LI
Capacidad funcional adecuada para conducir actividades normales
a pesar del impedimento de incomodidad o movilidad limitada de
una o mids articulacicones. |

Clase III
Capacidad funcional adecuada para realizar sclamente unas pocas
o ninguna de lag tareazs de la ccupacién usual o el cuidado de
g1 migmo.

Clage IV
Ampliamente o totalmente incapacitado, con el sujeto postrado
en cama o confinado a una =silla de ruedas, permitiendo p@cé 0
ninglin cuidado de si mismo.

Recibiendao tratamiento para RA (alalylel paciente i)
hospitalizado.

Bokividad de RA activa moderada a severa documentada en el
despistaje, comg sigue:

TIC » 8§ {conteo de 68 articulaciones), y

SJIC = 8 (conteo de 66 articulacicnes), vy

CRP anormal > 0,6 mg/dl, o ESR > 28 mm/hora

Respuesta inadecuada documentada a un tratamiento previo o
actual ¢on wuno o mAs de los siguientes: etanercept,

infliximab y/o adalimumab debido a toxicidad o eficacia

inade=cuada
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La eficasmia inadecuada consiste en el tratamiento con
etanercept por > 3 meses a unas dosis de 25 mg dos wveces
por =emana © 50 wmyg gemanales, por lo menos  cuatro
infusiones de > 3 wmg/kg de infliximab, o 40 wmg de
adalimamab cada dos semanas por » 3 meses

Usc de MIX 10-25 mg/semana por > 12 semanas antes del Dia 1,
a una dosis eatable por > 4 semanas

Disposicidn para recibir acido folico aral.

81 estd tomande un corticostercide de acompafiamiento (< 10
mg/dia de prednisona o equivalente), el uso del corticosteroide
debe ser a una dosig estable durante las 4 semanas antes del
Dia 1.

El uso de un NSAID es permitido 2i la dosis es estable por
2 gemanas antes del DHa 1.

+ Para hombres v mujeres de potencial reproductivo, diaposicién
de ugsar un medic confiable de contracepcidn (por ejemplo,
anticonceptivo hermemal, dispositive intrauterino, barrera
fisical por = 30 dias antes del Dia 1 ¥ por la duracidn del
estudic y la durzeidn en gue lag células B CD18+ del =sujesto
estén reducidaz, lo gue sea mas largo.

Los sujetoz gque satisfacen cualquiera de los siguientes
criterics seran excluidos de la entrada al estudio:
a. Generales
- Enfermedad autoinmune reumatica diferente a RA o complicacidn
sigtémica gignificativa secundaria a R2 {por ejemplo
vasculitis, fibrosis pulmonar o sindrome de Felty) .
Se permite 2l sindrome de §jégren secundario con RA.
- Historia, o condicidén actual, de enfermedad inflamatoria de

la articulacién diferente a RA {por ejemplo gota, artritis
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reactiva, artritis por s2oriasis, egpondiloartropatia
seronegativa, enfzrmedad de Lyme), U otroc trastornoe autolnming
sistémico {por ejemple lupus gistémico eritemateoso, enfarmedad
inflamatoria intestinal, esclerodermia, miopatia inflamatoria,
o sindrome de superpogicidng.

Clase 1V funcicnal, segin lo definido por la Clasificacidn
del ACR de la Condicién Funcional en Artritis Reumatoide,
- Cualquier procedimiento gquirQrgice, ineluyendo ciruaia/
sinovectomia de huescfarticulacién  {incluyendo fusidn o©
reemplaze de articulacidn), dentro de las 12 cemanas previas al
Dia 1 o planificadas dentro de laz 48 semanas posteriores al
Dia 1.

Hipersensibilidad conocida & cualguier componente de un
anticuerpo monoclonal humanizado o muring.
- Recepcidn de una wvacunacidén wiwva dentro de las 4 semahas
previasz al Dia 1.

Enfermedad cardiaca ¢ pulmeonar sgignificativa, incluyendo
enfermedad pulmonar cbhstructiva.
. Evidencia de enfermedad concomitante no controlada
.signifiCativa, tal come, pero no limitada a, trastornos del
sistema nervioss, renales, hepiticosg, endocrinos o
gastrointestinales.
- Infeccifn bacteriana, wiral, £fingica, miccobacteriana actiwva
congcida u otra infeccidén (incluyendo tuberculosia o enfermedad
micobacteriana atipica pero excluyendo las infecciones por
hongos de las matrices de las ufias) o cualquier episodic mayor
de infeccién que requirid hogpitalizacidén o tratamliento con
antibidticos di.v dentro de las 4 semanas del Dia 1 o

antibidticos orales dentro de las 2 gemanag del Dia 1.
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Historia de infeccifén recurrente o crdnica seria (para el
degpiataje de una infeccidn de tdrax, una radiografia de tdrax
gerd realizada en el despistaje si no ha =ide realizada 12
semanas antes del despistaje).

Histeoria de inmunodeficiencia primaria o secundaria, o
actualmente activa, incluvends infeccidn por VIH.

Historia de céncer, ilncluvendo tumores sélidos v malignidades
hematoldagicas {excepto carcinoma de cé&lulas basalea o células
escamozas de la piel que ha 2ido extirpado vy curado; .

Historia de citopenias significativas u otros trastornos de
la médula Ssea.

- Histeoria de abuso de alcohol, drogas o guimicos dentro de las
24 semanas previas al Dia 1.

Embarazo o lactancia.

Neuropatias y neurovasculopatias gue pudieran interferir con
1la avaluacidén del doler.

Access venoso periférico pobre.

- Intolerancia o contraindicaciones a los corticosteroides
orales © i.v.

b. Criterios de exclusidén de lakeratorio

» Hemoglobina « 8,0 g/dl

Conteo abscluto de neutrdfileos < 1,5 % 10%/ul

IgM < 0,40 mg/fml
« Igd « 5,0 mg/ml

Agpartato aminotransferasa (AST} o alanina aminotransferasa
(ALTY = 2,5 x el limite supericr de lo normal
- Antigeno de superficie de hepatitis B positivo o serolegla de

anticuerpo de hepatitis C
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Para mujeras con potencial de maternidad (incluyendo agquéllas
que han tenido una ligadura de trompas}), una prueba de embarazo
en suero positiva en el despistaje

Medicacliones previas o ¢concomitantes excluidas

Usno actual de cualquisr DMARD diferente a MTX

Tratamiento concurrente con cualguier agente bicldgico

El} tratamiento debe gser descontinuade por 1o menos 4
gemanas antes del Dia 1, excepte por losg siguienteés:
lefluncmida por > 6 semanas (¢ > 14 semanas después de 11
dias del lavade estandar con colestiramina), infliximab » B
semanas v adalimumab . > 8 Semanas.

Tratamiento con cualguier agente de investigacidn dentro de
las 4 gemanas antes del Dia 1 o cinco vidas medias del
medicamento de investigacidn {(lo gue sea mids large)

Cualguier tratamiento previo con rituximab u otras terapias
de deplecidn celular, incluyends CAMPATH, anti-CD4, anti-CDS,
anti-CD3, anti-CD19%, anti-©Dlla, anti-CD22, ELys/BAFF vy otres
agentes anti-CD20

Tratamiento previe con un agente anti-integrina alfa 4,
incluyendo natalizumab
- Tratamiento previc dentro de los & meses del despistaje con
gammaglobulina i.v. o la Columna Prosorba®

Al completar todazs las evaluaciones de despistaje v la
verificagidn de que el sujeto ha =zatisfecho todos les criterios
de inclusidén y exclusién, el persconal en el sitlo =e pondra en
rontacto €l gigtema interactivo de respuesta de woz (IVRS por
aus siglas en inglés) para obtener el nimerc del sujets ¥
confirmar la inscripeidén del sujete para el manejo  del

inventaria de medicamento del estudio. Todoz 12 sSujetos
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inscritos recibiran rituximab como su cursc de tratamiento
inicial.

Durante las Semanas 24-40, los sujetos que son elegibles
para =21 re-tratamiento gerin distribuides aleatoriamente en una
relacién 2:1 al Grupo A (re-tratamiento con rituximab) & Gruapo
B {placebo; wvéase la Tabla 1}. Si un sujeto satisface los
criterios de elegibilidad para el re-tratamiente durante las
Semanas 24-40, el perscnal del sitic contactarad el IVRES para
iniciar la distribucidn aleatoria del sujete y obtener el
ndmero de kit de medicamento en estudio.

Un  proveedor de IVRES independiente conducira 1a
digcribucidn aleatoria v retendrid los cddigos de asignacidn al
tratamiento. La distribucién aleatoria serd estratificada por
cenctre de ecstudio, condicién de RF en la linea de base ({RF
positive, RF negativel y lag mejorias en la Semana 24 en los
contecs de articulaciones sensibles e hinchadas (> 20% de
mejoria o ¢ 20% de mejorial. En el momento del descegado, los
codigos de asignacidén de tratamiente vy los cddiges de
tratamiento de kit seran soligitados al proveedor de IVRS. La
documnentacidén de la transferencla v log datos incluidos en la

tranaferencia seran mantenidos en archivo.
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Tabla 1
Grupos da Tratamiento en el Estudio

Grupc A Rituximab: 1800 mgy i.v. en los Dias L y 15 para el
primer curso
1000 mg i.v. en log Disg 3 y 15 para el
ourso de re-tratamiento para sujestes
elegibles (DAS 2B8-ESR » 2,6 y satigfacen
loa criterios de re-tratamicento =n la
presente) durante las semanas 24-40

Corticostereide: 100 mg i.v. de metilprednisclona antes de

cada infusidn

MTHE : 14-25 mg/semana
Folato: '3 S mg/semnana
Crupo B Rituximal: 1000 mg i.v. en los Dias 1 y 15 para el

Drimer Cursc
placekbo i.v. en ios Dias 1 v 15 para el
cursa de ra-tratamiento para sujetos
elegibles (DAS Z8-ESR » 2,8 y satisfacen
loe criterios de re-traktamientc en la
preaente] durante las semanas 24-40
forticosterocide: 100 mg i.v. de metilprednisclona antes de
cada infusidn
MTX: 10-25 mg/semana

Folato: > 5§ mg/semana

Durante el re-tratamiento, la asignacidn de grupeos de
tratamiente serda ocultada al perscnal en el sitio y Genentech.
Para impedir un descubrimiento potencial debide a eficacia
obzervada o cambios de laboraterio durante el re-tratamiento,
se nzari un enfogue de asesorez dobles para evaluar la eficacia
v la seguridad.

Ios conteos de células B CD19 periféricas seran ocultados
al perscnal en el sitico vy Genentech hasta el momento del cierre
de 1la base de dates para el punto final primarxio en la Semana
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48 para teodes leos sujetos lngcritos en el engayo. Por lo
tanto, se& asumirid gue todos log sujetos que han completado el
pericde de tratamiento vy el SFU antes del cierre de la bagse de
datos estaran periféricamente reducidoz vy permaneceran  en
sequimiente de cé&lulas B.

El Asesor de Eficacia (o perscna deasignadal debe ser . un
reumatSlogo ¢ asesor de artritis experimentado. El Asesor de
Eficacia no debe ser el Investigador Principal. El Asesor de
Eficacia sclamente tendrd acceso a log datos de eficacia y sera
responsable de completar los conteos de articulaciones vy la
Evaluacidn Gleobal por el Médice de la actividad d= la
enfermedad (VAS} asclamente. Fara asegurar una evaluacidn
consistents de las articulaciones durante todo e1 ensaye, los
sujetos individuales deben ser evaluados por €l mismo asesor de
laa articulaciones para todesg las visitas del estudic. Durante
una wvisita del estudio, tedes log resultadoz reportados del
sujeto deben ger completados antes dé todas laz otras
evaluaciones.

El Asesor de Seguridad (o persona designadal debe ser un
reumat&loga vy tendrd accesce a los datos de  geguridad y
aficacia. E1l 2sesor de Seguridad puede ser el Investigador
Principal. El Bgesor de Feguridad tendri acceso a documentos
de origen, resultados de laboratorio y Formas de Informe de
fasos (CRF por sus 8iglas en inglés) vy gerd responsable del

cdlcule de DAS ZE-ESR v de tomar decisiones de tratamiento en

base a la respuesta clinica y los parimetreos de laboratorio de.

un sujeto. El Asesor de Seguridad no completard evaluaciones
de eficacia o registrar& log resultados de evaluacionss de

eficacia en nombre del Asesor de Eficacia,
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Bl rituximab a ser ugado en easte estudic es un concentrado
liguido estéril, claro, incoloro, libre de preservativos, para
administracidén 1i.v, El rituximab eg suministrado a una
concentracion de 10 mg/ml en frascos de un solo uso de 500 mg
(0 ml). El producto e= formulado para administracidn 1.v. en
9,0 mg/ml de cleruro de sodio, 7,35 mg/ml de dihidrato de
citrato de =odio. 0,7 mg/ml de polisorbato 80 y agua estéril
para inyeccidédn. El pH es ajustado a &,5.

Todos los sujetos inscritos recibirian un cursc de ritukimah
(1000 mg de rituximab por infusidn i.v. en los Dias 1 y 15)
come si tratamlento inicial. Durante las Semanas 24-40, los
sujetos elegibles para re-tratamiento sSeran distribuidos
aleatoriamente al Grupc R para recibir un curso adicional (dos
Agsig) de rituximab 1000 mg i.v. separadas 14 dias o al Grupo B
para recibir un curso {dos dosist de placebo 1000 mg 1.v.
geparadas 14 dias.

Una pre-medicacidén con 1000 mg de acetaminofén oral y 50 mgy
de diferhidramina oral es recomendada para todos los sujetos, ¥
se reguiersn 100 mg i.v. de metilprednisclona a ser completados
dentre de los 30-60 minutos antes de cada infusidn de
rituximab/placebo.

Tedes los sujetos continuarén recibiendo MTX a una dosis
eatable de 10-25 mg/semana ¥ recibirdn una deosis estable de
folato {> 5 mg/semana) proporcicnada como una dosis Gnica ©
como una deogis memanal dividida.

Las infusiones de rituximab/placebo deben ser administradas
a los sujetos bajo la estrecha supervigidn del investigador o
persona designada en un hospital o© c¢linica en dende unas

instalacicnes de resucitacidén completas estdn inmediatamente a
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la disposicidn. Aungue el rituximab puede ser administrado en
base a pacientes no hospitaiizades, los sujetos pusden ser
hospitalizados para 51 ohzervacidén a discrecidn del
investigador. El rituximab/placebo debe ser administrado como
una infusién i.v. lenta. No g2 administra como un pulso o bolo
i.v. Al final de rada infusion, la linea i.v. debe permanscer
en su lugar por lo menos por 1 hora para permitir 1la
administracisn de medicamentes 1.v. 31 es necegario. Si no
osurre un evento adverso durante este tiempo, la linea 1.v.
puede ser sacada.

Usandc wuna técnica aséptica  apreplada, se 7rTetira la
cantidad necegaria de rituximab/placebs vy se diluye hasta una
concentracidén final de 4 mg/ml en una bolga de infusidn gue

contiene cloruro de s=odio al 0,%%, USSP o Dextrosa al 5% en

agua, USP. Se invierte guavemente la bolsa para mezclar la
golucidn. Los frasgos de rituximab son biocldgica vy
guimicamente estables a 2°C-B°C (36°F-446°F). Los frascos 1o
deben gser usados despuds de la fecha de expiracidn. EL

rituximab debe ser protegide de la expesicién a la luz de gol
directa.

na wvwez reconstibtuidas en bolsaas 1.v., las solugiones de
rituximab pueden ser almacenadas a 2°C-8°C ([386°F-46°F} por 24
horas. Se ha mostrado gque las solugiones de rituximab para
infusidn =son estables por 24 horas adicicnales a temperatura
ambienkte {23°C o 73°F). Sin embargo, ya gue las =oluciones gde
rituximab no contienen un preservative, las soluciones diluidas
deben ser refrigeradas {2°C-8°C). o a8 han observado
incompatibilidades entre el rituximab vy las belsas de clorurc

de'poliviﬂilo o polietileno,
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n cuante al re-tratamienteo, se calculard DAS 28-ESR usando
el contec de articulacienss y la Evaluacidn Gleobal de la
actividad de la Enfermedad (VAS) por el Paciente de la vigita
actual v la ESR de la vigta actual o la previa solamente ai la
ESR de la wisita actual no esta disponible. Los sujetcos gue
gatiafacen los siguientes criterics en cualquier wisita durante
las Semanas 24-40 son elegibles para recibir re-tratamiente con
medicamente en egtudio (rituximeb o placebo):

DARS 28-ESRE = 2,6
Frueba de embarazo en orina negativa para mujeras CcoOTl
potencial de maternidad (incluyendo aguéllas gue han tenido
ligadura de txompas}.

Ademds, lo= sujetos gue ralifican para el re-tratamiento
por DAS 2B-ESR > 2,6 durante las Semanas 24-40 también deben
catigfacer los siguientes criterios con =1 fin de ser re-
tratados en bage a log2 resultadoes de la wvisita previa si los
resultados actuales nn estidn disponikbles:

Hemoglobina = 8,0 g/dl

Conteo absoluto de neutréfiles = 1,5 x 10%/ul

IgM = 0,40 mg/ml

139G » 5,0 g/ ml
. Ausencia de enfermedad cardiaca o pulmonar gignificativa
{incluyendo enfermedad pulmonar obstructiva)

busencia de inmunodeficiencia primaria o secundaria,
incluyendo historia conocida de infeccion poxr VIH.

Busencia de evidencia de enfermedad concomitante ne
controlada gignificativa, tal como, pero no  limitada a,
trasgtornes del sistema nervioso, renalésI hepaticos, endocrinos

o gagtreintestinales.
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Ausencia de infeccidn activa conocida de cualgueir tipo
{excluyendo las infecciones por hongos de las matrices de las
ufias) © cualquier episodio mayor de infeccidén gque requirid
hospitalizacién o© tratamiento con antibibdticos 1.v dentro de
las 4 semanas de l1la infusidén o antibidticos orales dentrxo de
las 2 semanas anteriores a la infusidn.

La modificacién de la dosis de rituximab no es permitida
durante este estudio. En caso de una reaccidén relacionada con
la infusidn, la tasa de infusién puede ser ajustada. Si un
sujeto experimenta una reaccidén relacionada con la infusidn que
requiere una interrupcién de 1la infusién y el investigador
determina que la infusidén no debe ser reanudada, el sujeto debe
ser retirado del pericdo de tratamiento del estudio e inscrito
en el SFU.

Todos los sujetos recibirdn 10-25 mg/semana de MTX
concomitante, segin lo prescrito por su médico tratante. Los
sujetos deben hacer sido tratados con MTX durante > 12 semanas
antes de entrar al estudio y deben permanecer bajo una dosis
estable de MTX por > 4 semanas antes del Dia 1 y durante el
estudio, a menos que una modificacidn sea necesaria por la
toxicidad.

Ciertos eventos adversos que son cominmente asociados con
el tratamiento con MTX pueden ocurrir. Con el fin de minimizar
la toxicidad del MTX, todos 1los sujetos tratados con MTIX
también recibirdn una dosis estable de &cido f£fdlico (> 5
mg/semana) proporcionada como una sgola dosis semanal o como
dosis diarias divididas. El régimen de dosificacién estd a la

digcrecidn del investigador.
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El tratamiento diaric con < 10 wmyg de prednisona o©
equivalente es permitido 2i la dozis es estable por > 4 semanas
antee del Dia 1. La dosis debe permanecer egtable durante todo
gl estudic, a mencg gue una modificacidn sea regquerida por
toxicidad.

El uac de un NSAID g2 permitide si la dogils es estable por
» 2 semanas antes del Dia 1. La dosis debe permanacer astable
durante tode 21 egtudic, a menos que una modificacidém sea
requerida por toxicidad.

Bdemds, un ;ratamiento diario con =« 325 mg de Acide
acetilsalicilico es permitide para profilaxis cardiocvascular.

Unos analaggzicos adicionales pueden ser usades para el
dolor si se requiere. Sin embargo, los sujetos ne deben tomar
analgésicos dentro de las 12 horas previas a una vigita en la
cual unas evaluacleones de eficacia gerdn reallzadas. Unos
ajuates al ré&gimen de analgézicos pueden ser efectuados, pero
el cambio debe ser documentado en las CRF apropiladas.

Laz inyecciones intra-articulares de corticosteroide no son
aprobadag, particularmente durante las primeras 48 semanas; 2in
embargo, pueden ser usadas de manera limitada para manejar la
actividad de RA de un sujeto durante. el estudic. Mo mds de una
articulacidén por periodo de 24 gemanas debe ser inyectada, v la
misma articulacidn no debe zer invectada més de una vaz en
cualquier periodo de 48 gemanas. Ninguna inyeccidn Gnica debe
exceder 40 mg de triamcinolona (o equivalente), ¥y la dosis
total de corrticogteroide no debe exceder B0 mg de triamcincelona
{= eéuivalente} durante cualquier pericodo de 4§ semanas.

Durante el egtudic, los sujetos pueden continuar recibiendo

un’ corticostercide de acompaflamiento con una dosis de < 10
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mg/dia de prednisona {0 equivalente). En el casc de un atagque
de enfermedad o condicidn diferente de EA, tal como asma, Jque
requiere tratamiento con <oxticostercides orales, una dosis
apropiada debe ser administrada por un maxime de 2 semanas y
debe ser disminuida gradualmente hasta el nivel previo lo mas
rapidamente gue gsea médicamente posible.

El aumento de la deoals de corticostercides sera considerado
como un empecramiento de la condicidén de un sujeto con respecto
a la linea de base y debe ser registrado come un evento adverso
an la CRF.

Log corticostercides 1.v. o ilntramuscularez no  =son
permitides en el estudio, aparte de aguéllos especificados en
los tratamisnto protocolares.

Loz sujetos deben permanscer bajo una deosis eatable de MTX
por = 4 gemanas anktes del Dia 1 y durante el estudic, a menos
gue una modificacién sea necesaria por toxicidad.

EFn o después de las 16 semanas después del re-tratamiento,
loz sujetos que-no han logrado una mejoria del 205% en los TJIC ¥y
S5JC en comparacidém con la linea de base pueden iniciar wun
tratamiento de rescate con un DMARD no biolégico, cuya eleccidn
ectd a la diserecidn de su médico tratante. Loz sujetos que
reciben rescate no serén retirados del estudio.

Unas muestras de laboratorio deben ser tomadas antes de las
infusiones de metilprednisolona 1.v. v rituximab/placebo.

Loa datoa reportados por el sujeto (es decir, Bvaluacitn
Global de la Actividad de la Enfermedad por el Paciente,
Evaluacidén del Doler por el Paciente) 20lo  pueden ser
registrados por la enfermera/el investigador del estudic a

nombre del sujebto si el sujeto tiene dificultad para eacribir
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durante la wisita o e3 ilncapaz de leer. Esto dehe ser
documentade claramente en laz notas del sujeto.

Para impedir un descubrimiento potencial, un enfogue de dos
agsesores (Asesor de Eficacia v Aszgesor de Seguridad) serad usado
para evaluar la eficacia v la seguridad. Bz eszencial gue las
evaluaciones completadas por el gujeto ¥ £l Asesor de Eficacia
gean efectuadaz antes de agquéllas por el Asescor de Seguridad.

La evaluacién total por =1 sujeto de la actividad de su
enfermedad durante las tMltimas 24 horas debe ser descrita
usando la VAS horizontal de 100 mm, an donde 21 extremc a mano
izquierda de la linea representa ausencia de actividad de la
enfermedad {libre de sintomas y sin sintomas de artritis) y el
axtremo & mano derecha representa maxima actividad de 1la
enfermedad (maxima actividad de la enfermedad de artritis).

- La evaluacidn por el sujeto de su nivel de dolor durante
las fltimas 24 horas debe ser descrita usando la VA8 horizontal
de 100 mm en deonde el extremo a mano ilzguierda de la linea
representa  ausgencia de dolor y el extremc & mano derecha
representa dolor intolerable.

Bl indice de incapacidad HAD de Stanford es un cusstionario
reportado por 21 sujeto, especifico para RA. Consiste en 20
preguntas gque s#= refieren a oche conjuntos de componentes:
vestiree/arreglarse, levantarze, COmer, caminar, higiene,
alcance; agarre ¥ actividades. El cuesticnario sera calificado
en bage a ingtruccicness del Centro Médico de la Universidad de
Stanford (Fries v col., Arthritis Rheum. 23: 137-145 (13801} .

la evaluacidén FACIT-F ser& usada para evaluar la fatiga.
Es un cuegticnario de 12 puntos en =1 cual se pide a los

sujetod cgque califiguen cada pregunta en una escald de 0 a 4.
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La evaluacidén fue desarrcllada coriginalmente para enfermedades
crdnicas v estd actualmente validada para sujetos con RA (Cella
v col., J. Rheumatology 32(5): 811-81% {224&)).

EF-36 &8 un instrumento de calidad de wvida relacionada con
la galud genérica que ha sido ampliamente probado por sus

propiedades poiceosométricas y es ampliamente usado en estudies

clinicos y epidemiolégicos (Ware vy col., "Cimo calificar la
version dos de la encuesta de salud SF-36". Lincoln, RI:
Qualitymetric Incorporated, 2000). 5F-38 (Vergiém 2} es

proporcionado por Medical Outcomes Trust {(Boston, MR, EE.UU.).
Una evaluacidén de 66 articulaciones para determinar

hinchazén v €8 articulaciones para determinar sensibilidad debe

ger realizada por un reumatdloge o asesor de articulaciones

experimentado. Las articulaciones gerin egvaluadas ¥

clagificadas como hinchadas < no hinchadas y eensgsibkbles o no

sengibles ean base a la presién v la manipulacidén de la

articulacion en el examen fisico. Lag articulacicnes con

artrodesis o protesis de articulacidén total no deben ser

evaluadas; sin embargeo, teodas las otras articulaciconas deben

zer evaluadas. Las articulaciones a seer evaluadag para

determinar hinchazdn ? sensibilidad scn proporcionadas a

continuacidn:

Articulaciém temporomandibular

Articulacion esterncclavicular

Articulacidn acromioclavicular

Hombros °

Codog*

Mufiacas*

Interfalangiana en el digite 1 *
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Erticulacicones interfalangianas distales en los digitog 2-5
Articulacicnes interfalangianas préximas en los digitos 2-% °
Brticulacionez metacarpofalangianas en ios digitos 1-5 °
Caderas (sensibilidad solamente)
Rodillas °
Tebillos
Metatarsos
Artieulaciones interfalangianas en los dedoz 1-5 del pie
Articulaciones metatarsofalangianas en los dedos 1-5 del pie
* TIncluye las 25 articulaciones usadas para calcular la
Calificarién de Actividad de la Enfermedad (DAS)28.

Las articulacicnes gue han experimentado wun procedimiento
deben ser evaluadas comc sigue:

Cirugia: Cualquier articulacidén que ha side reemplazada o©
fusionada en cualguier momento antes del estudio o durante el
mizmo debe ser deocumentada como no evaluable (NE) por la
duracidn del estudio.

Cualguier articulacidn gue ha experimentado sinovectomia
(incluvenda sinovectomia quimica v radiclogica)l debe ser
documentada como no efectuada {(ND) por 24 sgemanas después
de la-sinovectomia, Después de ese tiempo la articulacidn
puede ser ewvaluada nuevamenbte,

Inyeccidn intra-articular: Cualguier articulacidn que ha
recibido una inyveccidn intra-articular de un worticostercide
debe ser deocumentada como ND por las siguienteg 12 semanas.
Después de este tiempo, la articulacién puede ser evaluada
nuevamente.

Artrocentcesig: tualguier articulacidn gue  exXperimenta

aspiracién del fluido sinovial no perd evaluada en la siguisnte
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visita programada v 2erd clazificada come NI, Después de este
tiempo, la articulacidn pusede zer evaluada nuevamente.

La evaluacidn por =1 médico de la actividad de 1la
enfermedad de un sujeto durante las iltimas 24 horas debe =zer
descrita ugando la VAS horizontal de 100 mm en la cual el
extremo a mano izgquierda de la linea representa ausencia de
actividad de la enfermedad (libre de sintomas y 3in sintomas de
artritis) v el extremo a mano derecha representa maxima
actividad de la enfermedad. Esto debe ser completads por el
hgesor de Eficacia quien puede ser o no ser un médico.

La CRP serd analizada en un laboratoric central. La ESR
gerd determinada usmande el método Westeraren en el laberatorio
local.

Una DAS 28-ESR » 2,6 ha side seleccicnada come un umbral
para el re-tratamiento en este engayo. Los sujetos con una DAS
2B-ESR > 2,6 durante las Semanas 24-40 pu=sden ser slegibles
para recibir un segundo curse de medicamente en  estudie
(rituximabk o placebo) .

Un examen fisico general {incluyendo los sistemas
cardiovagscular, regpiratorio, gastrointestinal y neuroldgico)
debe ser realizado en los momentos indicados en el Programa de
Evaluaciones. Cualquier anomalia persistente debe ser indicada
cada vez gue =1 examen sea realizado. El diagndstico de nuevas
anomalias debe ser registrade como un evento adverso g1 €8
apropiado.

Los signos wvitalez {tasa cardiaca, presidn sanguinea
sistdlica y diastélica, v temperatura) serén tomadoz en los

momentos  indicados en el Programa de  Bvaluaciones. Las
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avaluaciones deben ser sfectuadas despuézs de que el sujeto ha
gatado en una posicidn semi-supina por lo menos por 5 minutos.

Loce electrocardinaramas de derivacidn (ESG) deben ser
realizados en los momentos indicadog en el Programa de
Evaluaciones.,

Unag radicografiaz de tdérax posterior-anterior vy lateral
deben ser obtenidas en el desgpisgtaje v revisadas por el
investigador o persona designada. En el despistaje., &i unas
radiografias de térax han sido efectuadas dentre de las Gltimas
12 EEmanas que o muestran anemalias clinicamente
significativas ¥ mno hay signos o sintomas gque sugiarean
enfermedad pulmonar «que exclulria al sujeto del ensayo,
entonces la radicgrafiaz de tdrax no necesita ser repetida.

Unos anilisis de hematologia, serclcegia, guimica, orina,
prueba de embarazo en suero, citometria de flujo, inmanclegila ¥
CRP gerin realizados por un laboratorio central; los anilisis
farmacocingtico y de HACE serin realizados por Genentech; v la
prueba de embarazo en orina y las evaluaciones de ESR gerin
realizadas localmente en lga szitice de estudio, Unos manuales
de instrucciones v Kite de suministro, incluyendé Euministros
de Farmacocindtica y HACR, serdn proporcicnados para todas las
evaluaciones de labkoratorio. Las evaluaciones de laboratorio
incluiran las siguientes:

v Hematologia/CBC: Hemoglobina, hematocriteos, gldbulos r@j&s
{REC por sus siglaz en inglés), gldébules blancos (WBC por sus
siglas en inglés) con diferencial, y ¢onteos de plaguetas,

- Berologia: Antigeno de euperficie de hepatitis B (HEsRg) vy

anticuerpo del virus de hepatitis € {HCV).
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guimicas de suero: AST/SG0T, ALT/S8CGPT, fosfatasa alcalina,
proteina total, albimina, kilirrubina total, nitrdgenc Urico en
sangre (BUN por sus siglas en inglés), acido drico, creatinina,
glucosa aleatoria, potasio, sodio, c¢lorure, calcio y £&sforo.

Analisgie de orina: Sangre, proteina vy glacoga (examen
microscdpico, si es ancrmal ¥ aplicable).

Prueba de embaraze: Todas las mujeres con potencial de
maternidad {incluyendo aguéllas gque han tenido ligadura de
trompas) eerin sometldas a una prusba de embarazc en susro en
el despistaije. Ademis, unas pruebas regulares de embarazo en
orina seradn administradas en todas las otras wvisitas. 8i una
prueba de embarazo en orina es positiva, debe ser confirmada
por una prueba de embarazo en SUerc.

- Niveles de complemente O3 vy Cd en suero.

Evaluacioneé inmanolégicas: Inmuinoglebulinas cuantitativas
{Ig teotal, Igld, IgA e IgM), RF ({(total y concentraciones de
isotipos), y anticuerpo antl-péptide citrulinade ciclica (CCP)
{1gG) .

Analisis de clasificadaées celulares activados f[luorescentes
{FACE por s=sus slglas én inglés) expandidos: Las poblacionss
celularss evaluadas incluiran monocitos (CO14 ¥ CD1E); células
NK {CD5&); subconjuntos de c&lulas T (CD3, (D4, CEDB, CD45RO Y
CD4SRA) ; ¥y subconjuntos de células B (CDL9, CD27, CD38 e IgD).
Los marcadores de activacidn también pueden ser eavaluadss
(CDz5, CD6%, CL40L i CLBOY.

pnidlisis de FACS e c£lulas B: gélulas B ahzclutas (CD1S)
solamente.

El anilisis para respuesta HACA serd realizade usande un

ELISA para todos los sujetos inscritfos.
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Ensayos farmacocinéticos: Unag muestras de susro seran
obtenidas para el enaayc farmacocinético en las  vwvisitas
indicadas =en el Programa de Evaluaciones (SCA por sus ziglas en
inglés) v también en los mismoes puntos en el tiempo que HACA.
Las concentraciocnes de rituximab en suerc son requeridas para
interpretar de manera precisa los resultados de HACA.

Muestras de biomarcadoresg opcionales:

Para sujetos gue lg consienten por separado, unas musestras
de investigacién opcionales (sangre completa, suere) &eran
recogidas durante el cursoc del estudic para evaluacionss
exploratorias de biomarcadores. Las muestras de sangre
completa, recogidas usandoc tubos de ARN PAXgene™, seran
usadas para perfilade de expresidn genética. Las
svaluaciones de muestras de SUBTo de marcadores
relacionados con RAE o rituximab pueden incluir, pero no
setédn limitadas a, mediciones de citocinafguimiocina vy
cuantificacidn de marcadorses de cambic de hueso ¥y
cartilago. Todase las muestras seran recogidas en los
mismos puntos en =l tlempe para una comparabilidad &ptima
de leo=z datos.

Se anticipa gue la informacidn de eate andlisis promovera v
facilitard el cuidado individualizads de la salud por medio
de un mejor entendimiento del modo de accidn, la eficacia
relacionada v la seguridad del rituximab, mecanismosz de
prediccidn paraz uzna buena respussta, ¥ posikblemente
determinantes de la progresidén de la enfermedad de RA {y
stras enfermedadss autelinmunes) . Egtas muestras seran
almacenadas por hasta 15 afioe después del cierre de la base_

de dabagz,
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Todoa los sujetos deben proporcilonar unl consentimiento
informade por escrito antes de gue cualquier procedimiento o
evaluacidn especifice del estudio sea realizado, incluvendo
camhicé en el régimen de tratamiento actual de un sujeto. Las
sevalueaciones de despistaje pueden ger realizadas durante un
periode de 56 dias previo a la primera infusidén de rituximak en
el Dia 1. Las evaluaciones reportadas por =1l sujeto deben ser
realizadas antes de las otras evaluaciones clinicas.

Si un sujeto falla un criterio de exclusidn de laboratorio
erl &1 despistaje, el investigador puede repetir la prueba hasta
dos veces dentro del periodo de despistaje. 5i el sujeto falla
al c¢riterio dé laboratorio una tercera wvez, serd congiderada
como una falla de seleccidn. Una muestra de sangre o pruaba de
laboratoric no serd considerada comoe probada nuevamentes =i la
mieatra fue tomada nuevamente debide a problemas de manejo de
la muestra, retura o integridad de la muestra. Un sujeto Jque
falla =1 despistaje puede ger sometido nuevamente a desplistaje.

Un sujeto puede ser sometide nuevamente a despistaje gi no
satisfize todos log criterics de elegibilidad dentro de los 56
dias desde la wvisita de despistaje original. Un suieto gue
experimenta despistaje nuevamente debe xrepetir el proceso de
despistaje entero v ger consentir nuevamente a cualquier
procedimiento especifice del eatudio. Los sujetos pueden ser
sometidos nuevamente a despistaje 35loc una vaz.

0. Visita de Despigtaje (Dia - 5¢)

Congentimiento informado por escrito

Revigidn de criterios de inclusidn y exclusidn

Contactar la IVRS para obtener la asignacidn de numerc de

deapistaje del zujeto
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- Datos demogriaficeos (poar ejemple gexo, edad, raza/grupo
gtnico)

Historia médica completa {incluyendo historia de
vacuhaclones)

Medicaciones concomitantes tomadaz dentro de lam 12 semanas
antez del despistaje, incluyendo wvacunas, todos log DMARD
prevics, v agenkes bloldgicos
- Signea wvitales (taga cardiaca, presién sanguinea vy
temperatura)l

“Bxamen fisico completo, incluyendo medicicones de altura v
peso
- Evaluacidén de articulaciones
- ECH de 12 derivaciones

Rayos X de tdrax

Si unos rayos ¥ de torax fueron realizados dentro de las 12

semanas antes del despistaje y no mostrareon anomalia

clinica significatiwva, unos rayos ¥ de térax no =son
requeridos en el despistaje.

Evaluaciones del laboratorio central

Hematologia/CBC

antigeno de superficie de hepatitis B ¥y anticuerpo de
hepatitis C

Prueha de embarazo en fuern para mujeres con potencial de
maternidad (incluyendeo aguéllas gque han tenido ligadura de
trompasg)

Quimicas de ausro

Analiegis de orina

CRP

Igs e IgM
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RF total
- B8R {labeoratorico local; mitodo Westergren)

Todas las evaluacicnes durante el periodo de tratamiento
deben ser realizadas dentroe de la  venbtana de tiempo
egpecificada para cada visita. Lag evaluaciones vy log
procedimientos programados en log dias en los cuales ge
administra rituximal deben ser realizadosg antes de la infusidn
de rituximab, a menos gue se indigque lo contraric. Para este
egtudic, el Dia 1 es el dia de la infusidn inicial de
rituximab. La wvisita del Dia 1 debe ser reaiizada en un dia
que permita gue laz visitas subsziguientes (por eJjemple la
visita del Dia 15} c¢rurran sin  demera. Las evaluaciones
repertadas por el sujeto deben ser realizadas antes de las
otras evaluaciones c¢linicas. ©Para sujetog elegibles para re-
tratamiento, 1a visita en la cual el sujeto asatisface los
criterics de elegibilidad para el re-tratamientce eg considerada
como la vigita de calificacion.

a, Dia 1

Todazs las evaluaciones serdn realizadas 30 minutces antes de
ia infusidn a menos que se sspecifique lo contrario.
. Revigidn de criterics de inclusién vy exeluaidn

Contactar al IVRS para el nimero de inscripeidn del sujeto
v el inventaric de medicamsnto en estudioc

Evaluacién Glocbal de la Actividad de la Enfermedad (VAS)

por el paciente

+ Evaluacidn del Dolor (VAS] por =1 paclente
HAQ
FRACIT-F
BF-36
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Signos vitales (tasa cardiaca, presidén sanguinea vy
temperatural: pre-infusidn, durante la infugidn (cada 15
minutes por 1 hora, vy entonces rcada 30 minutos hasta el final
de la infusién) v pest-infusién {cada 30 minutos por 1 hora
post-infusidn}

Examen Eisico, incluyende medicidén del peso corporal

Evaluacidn de articulaciones

Evaluacidn Glohal de la Actividad de la Enfermesdad (VAS)
por el médico

Prueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de
maternidad (incluvendo aguéllas gue han tenide una ligadura de
crompas)

Evaluacicones del laborateorioc central

Hematologia/CBC (dentre de los 30 minutos pre- vy post-
infusién}

Quimicas de suerc

Akn&dligzgis de orina

FACS expandides (dentro de log 30 minutos pre- ¥y post-
infusidn)

c2lulag B <019 (dentro de los 20 minutos pre- ¥ post-
infusidn)

CEP

Inmunoglobulinas

RT

Anticuerpo anti-CCP

c3, C4

Muestra farmacocindtica (dentre de los 20 minutog pre- y

posgt-infusidn)

Muestra de HACA
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ESR (laboratorio local; método Westergren)

Musatxas de- bilomarcadores de investigacidn opcicnales
{muestras de sangre completa v sueragl

Administracidn de metilprednisclona

Administracidn de rituximab
- Eventoes adversocs
: Madicaciones concomitantes
b. Dia 15 (+ 1 dia}

Todas las evaluaciones serdn realizadas 30 minutos antes de
la infusién a mencs que ge especifigque lo contrario.
' Prueba de embarazc en orina para mujeres con potencial de

maternidad {(incluyendo aquéllas.que han tenide una ligadura de

trompas)
Signes  vitales (tasa cardiaca, presién sanguinea v
temperatura): pre-infusién, durante la infusién (cada 15

minutos por 1 hora, y entonces cada 30 minuteosg hasta el final
de la infusidn) vy post-infusién {(cada 30 minutos por 1 hora
post-infusidn)
. Evaluaciocnes del laboratorio central

Hematologlia/CBC {dentro de los 30 minutos pre- ¥ post-
infu=idn de rituximahb)

Quimicas de susro

Andlisgig de orina

C3, Ca

Mueatra farmacocinstica (30 minutos pre- y post-infusidn}
. Adminigtracién de metilprednisclona
- Adminigtracién de rituximab

Eventog adversos

Medicacicnes concomitantes
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cC.

dia

por

por

Semanas 4, 12 y 20 (Dias 28, 84 y 140, respectivamente; + 3
g)

Evaluacidén Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
el paciente

Evaluacidén del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FACIT-F (Semana 12 solamente)

Evaluacidn de articulaciones

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
el médico

Prueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de

maternidad (incluyendo aquéllas que han tenido una ligadura de

trompas)

Evaluaciones del laboratorio central
Hematologia/CBC

Quimicas de suero

An&lisis de orina

FACS expandidog (Semana 12 solamente)
Células B CD19 (Semanas 4 y 20 solamente)
CRP

C3, C4 (Semana 4 solamente)

Muestra farmacocinética

Inmunoglobulinas

ESR (laboratorio local; método Westergren)

Muestras de biomarcadores de 1investigacidén opcionales

(muestras de sangre completa y suero) (Semana 12 sclamente)

Eventos adversocs

Medicaciones concomitantes
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d. Semana 24 (Dia 168 + 3 dias)

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el paciente

Evaluacién del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FACIT-F

SF-36

Evaluaciédn de articulacicnes

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el médico

Calcular DAS 28-ESR usando el conteo de articulaciones y la
Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS) por el
paciente de esta vigita y la ESR de la visita previa, si el
resultado de ESR no estd disponible

Evaluar la elegibilidad del sujeto para re-tratamiento en

base a la DAS 28-ESR calculada y 1los resultados de

laboratorio de la wvisita previa.

Si el sujeto es elegible para re-tratamiento, proceder al

Dia 1 de Re-tratamiento y completar las evaluaciones

especificadas.

Prueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de
maternidad (incluyendo aguéllas gue han tenido una ligadura de
trompas)

Evaluaciones del laboratorio central

Hematologia/CBC

Quimicas de suero

An&lisis de orina

FACS expandidos

CRP
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Inmunoglobulinas

RF

Anticuerpo anti-CCP

Muestra farmacocinética

Muestra HACA

ESR (laboratorio local; método Westergren)

Muestras de biomarcadores de investigacidén opcionales
{(muestras de sangre completa y suero)

Eventos adversos

Medicaciones concomitantes
e. Semana 28 (Dia 196 + 3 dias)

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el paciente

Evaluacién del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

Evaluacidn de articulaciones

Evaluacién Global de la BActividad de la Enfermedad (VAS)
por el médico

Completar solamente si el sujeto no ha sido re-tratado.

Calcular DAS 28-ESR usando el conteo de articulaciones y la
Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS) por el
paciente de esta visita y la ESR de la visita previa, si el
resultado de ESR no esté& disponible
Evaluar la elegibilidad del sujetc para re-tratamiento en
base a la DAS 28-ESR calculada y los resultados de
laboratorio de la visita previa.
Si el sujeto es elegible para re-tratamiento, proceder al

Dia 1 de Re-tratamiento y completar las evaluaciones

especificadas.
225

357



Prueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de

maternidad (incluyendo aquéllas que han tenido una ligadura de

trompas)

Evaluaciones del laboratorio central
Hematoleogia/CBC

Quimicas de suero

Anadlisis de orina

Células B CD19

CRP

Inmuncglobulinas

Muestra farmacocinética

ESR (laboratorio local; método Westergren)
Eventos adversos

Medicaciones concomitantes

f. Semanas 32, 40 y 44 (Dias 224, 280 y 308, respectivamente; +

3 dias)

por

por

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
el paciente

Evaluacién del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FACIT-F (Semana 32 solamente)

Evaluacidén de articulaciones

Evaluacidén Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
el médico

Completar solamente si el sujeto no ha sido re-tratado.

Calcular DAS 28-ESR usando el conteo de articulaciones y la

Evaluacidn Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS) por el

paciente de esta visita y la ESR de la visita previa, si el

resultado de ESR no estd disponible (Semanas 32 y 40 solamente)
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Evaluar la elegibilidad del sujeto para re-tratamiento en
base a la DAS 28-ESR calculada y 1los 1xresultados de
laboratorio de la visita previa.

Si el sujeto es elegible para re-tratamiento, proceder al

Dia 1 de Re-tratamiento y completar las evaluaciones

egpecificadas.

Prueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de
maternidad (incluyendo aquéllas que han tenido una ligadura de
trompas)

BEvaluaciones del laboratorio central

Hematologia/CBC

Quimicas de suero

Andlisis de orina

FACS expandidos (realizar solamente si el sujeto no ha sido
re-tratado; Semana 44 solamente)

Células B CD19

Inmunoglobulinas

CRP

Muestra farmacocinética

ESR (laboratorio local; método Westergren)

Eventos adversos

Medicaciones concomitantes
g. Semana 48 (Dia 336 + 3 dias)

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el paciente

Evaluacidén del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FACIT-F

SF-36
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Evaluacidén de articulaciones

Evaluacidn Slobal de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el madico

Prucba de embaraZo en orina para mujeres con potencial de
maternidad {(incluyendo aguéllas gue han tenido una ligadura de
trompas)

BEvaluaciones del laboratoric central

Hematologia/CBC

Juimicas de suesro

Andlisiz de orina

FACS expandidos

ZRE

Tnmuncglobulinas

RF

Anticuerpo anti-CCP

Muegtra farmacocinética

Mueztra HACA

BEER {laboratoric local; miétodo Westergren)

o - Muestras de biomarcadores de i1nvestigacidn opcionales

{muestras de gangre completa y suero)

Fventos adversos

Medicaciones concemitantes
h. Semana &0 (Dia 420 + 7 dia=)

Evaluacidn Glohal de la Ackividad de la Enfermedad (VAS)
por &1 paciente

Bvaluacicn del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FalIT-F

Cvaluacidn de articulaciones
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Evaluacidn Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por &l wmédico

Prueka de embarazo en orina para mujerss con potencial de
maternidad (incluyvendo aguéllas gue han tenide una ligadura de
Crompas})

Evaluacicnes del laboratorio central

Hematologlia/CBC

guimicas de suero

Andlisis de orina

FACS expandidos

CRP

Inmunoglobul inas

Muestras de biomarcadores de investigacién opcicnales
(muestras de sangre completa ¥ suero)

ESR (laboratorieo local; método Westergren).

Eventos adversos

Medicaciones concomitantas
1. Semana 72 (Dia 504 + 7 dias)

Los sujetos cuyos conteos de cédlulas B periféricas (CD197)
no e han recuperade al completar esta visita entraran al
periodo de seguimiente de cé€lulas B. 1a recuperacicn de
células B es definida come los contecs de (D19 perifériccs gue
han retornadeo a los valores de linea de base o LLN, lo gue sea
Menor .

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por 21 paciente

Evaluacidn del Dolor (VAS) por el paciente

HEG

PACIT-F
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8F-13¢
. Signos  vitales (taga cardiaca, presidn sanguinea vy
cemperatura)

BExamen fisico, incluyendo peso

Evaluacidn de articulaciones

Evaluacidén Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
per el médico

ECE de 12 derivaciones

Prucha de embarazo en orina para mujeres con potenclal de
maternidad {incluyendo aguéllas gue han tenide una ligadura de
trompas)

Bvaluaciones del lakoratoeric central

Hematologlia/CBC

Cuimicas de 2uerc

Anadlisis de orina

FACS expandidog

“RP

Inmunogleobulinas

RF

Anticuerpo anti-CCP

ESR (laberatorio local; métode Westergren)

Muestras de bilomarcadores de investigacidn opcicnales
imuestras de =angre completa v susrao)

Bvrentos adversos

Medicaciones concomitantes

Loz sujetos elegibles para re-tratamiento durante las
Semanas 24-40 serin distribuides aleatoriamente para recibir un
cureo adicional de medicamento en estudio. Los sujetos deben

complietar todas las evaluaciones del Dia 1 de Re-tratamiento
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que no han side realizadas durante la visita de calificacién.
Las evaluacicnes realizadas desde la wisita de calificacidn no
necesitan ser repetidas.

51 la infusidn no puede ger administrada el mismo dia que
la +wizita de calificacidn, =1 sujetc debe retornar para la
infusidn dentro de las 72 horas de la visita de calificacién.

Después del curse de re-tratamiento (Diaa 1 y 15 de Re-
tratamienteo), &l sujeto debe retornar a su siguiente visita
programada en base al programa de evaluaciones desde sl momento
en el cual el s=ujete calificd para el re-tratamiento. Por
ejemplo, si un sujete calificd para re-tratamiento en la visita
de la Semana 32, después del curso de re-tratamiento (Dias 1 ¥
15 de Re-tratamiento), la siguiente  visita preogramada del
sujeto debe ser la visita de la Semana 40.

a. Pia 1 de Re-tratamiento (R1}

Todas las evaluaciones seran realizadas 30 winutos antes de
la infusién a menecs que se espacifigue le contrario.

Diatribucidn aleatoria v asignacidn de medicamento en
estudlio a través del IVRS
. Evaluacidn Global de la Actividad de la Enfermedad (VAS)
por el paciente

Evaluacgién del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

FaCIT-F
. SF-36

Signos  witales (tasa cardiaca, pre=sidn sanguinea ¥y
temperatura) : pre-infusidn, durante la  infusidn  (cada 15

minutos por 1 hora, y entonces cada 30 minutos hasta el final
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de la infusidn) y post-infugidn {cada 30 minutos por 1 hora
pogt-infusidn)

Examen fisico, incluyendo medicidn del peso corporal

Evaluzgidn de arciculacicnes

Evaluarisn Glebal de la Actividad de la Enfermedad {VAE)
por el médico

Frueba de embarazo en orina para mujeres con potencial de
maternidad {(incluyendo aguéllas gue han tenido una ligadura de
tyrompas)

Evaluaciones del laboratorio cenktral

Hematologia/CBC {dentro de los 30 minutoz pre- y post-
infusion)

Cuimicas de suero

Andlisis de orina

ZEP

FACS expandidos f{dentro de los 30 minutos pre- ¥y post-
infusidn)

Ccélulas B CDLY f(dentro de los 30 minutos pre- vy post-
infuaidn}

Inmunocgleokbulinas

RF

Anticuserpe anti-CCP

3, C4

Mueetra farmacocinética {dentreo de log 30 minutos pre- vy
pogt-infusidn)

Musstra de HACHE

ESR (laboratoric local; métodoe Westergren)
- Mueatras de bicmarcadeores de investigaci&n cpcicnales

(muestras de zangre completa v suero)
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- Administracidn de metilprednisclona
- Administracidn de medicamente en eatudio
. Eventog adversos

Medicaciones concomitantes
b. Dia 15 de Re-tratamiento {RI5; + 1 dia)

Todaz las evaluaciones serdn realizadas 20 minutos antes de
la ipfusidn a menos que 3¢ egpecifique lo contrario.

Signos vitales {tasa cardiaca, presidn sanguinea ¥y
temperatura): pre-infuaidn, durante la infusidn (gada 15
minutcs por 1 hora, ¥ entonces cada 30 minutos hasta el final
de la infusién) y post-infusién (cada 30 minutos por 1 hora
poat-infusidn]

Prueka de embarazo en orina para mujeres con potencial de
maternidad {incluyends agquéllas gue han tenido una ligadura de
trompas)

Fvaluaciones del laboratorio central

Hematologia/CBC (dentro de los 30 minutos pre- vy post-
infusidn}

guimicas de suero

Enalimis de orina

o3, <4

Muegtra farmacocinética (20 winutos pre- v post-infusidm)

Adminigtracién de metilprednisoclona

Administracidén de medicamente en estudio

Eventos adversos

Medicaciones concomitantes

Se pedird a loz sujstos gue Se Yetiraron temprano del
pericde de tratamiento por cualguier razdn gue Tegresen para

una visita de retiro tempranc del tratamiento {(hasta 14 dias
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degpugs del retiro) vy entonces regrese a lag 4 semanas después
de la visita de retirs v asntonces cada 12 semanas por al menos
48 gemanas desde el momento en gque e}l sujetc se retira. Las
giguientes evaluaciones seran realizadas en la visita de retiro
tempranc del tratamiento:

Evaluacidn Global de la Actividad de la Enfermedad {VAS)
peor el paciente

Evaluacidn del Doleor (VAS) por el paciente

HAQ

FACIT-F

S5F-36

Signos vitales {taga cardiaca, presidin sanguinea ¥
temperatura)
. Examen figico, incluyendo peso
. Evaluacidn de articulaciones

Evaluacidon Global de la Actividad de la Enfermedad {VAS)
por 1 médico

ECG de 12 derivacicnes
- Prueba de embarazo en orina para mijeres con potencial de
maternidad [(incluyendo aquéllas gue han tenido una ligadura de
trompas)

Evaluaciones del laboratorio central

Hematologia/CBC

uimicazs de suero

Endligis de orina

CRE

Célulag B D19

Inmauncglobul inas

RF
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Anticuerpo anti-CCPE

Muestra farmacocinética

Muestra de HACA

Muegtras de biromarcadores de investigacion opeicnales
{mieatras de sangre completa ¥y suers)

ESE {labhoratoric local; método Westergren)

Eventos adversos

Medicaciones concomitantes

Las ewvaluacicnes de asegquimiento de seguridad {S5FU] seran
realizadas en las Semanas 4, 12, 24, 36 y 48 de SFU después de
un retiroc tempranc o la complecién del pericdse de tratamiento
como se define para los ziguientes sujetos:

Sujetos que fueron re-tratados durante laz Semanas 24-40 ¥
completarcn el periodo de tratamiento (es decir, la wvisita de
la Semana 72)

Sujetos que ge retiraron temprano del pericdo de
tratamiento

Las siguientes evaluaciones serdn realizadas en cada visita
de SFU:

Todos log eventos adversos hasta la aemana 4

Eventos adwversoz ssrics vy eventos adverseos infecciosos
después de la semana 4
. Medicaciones concomitantes ugsadas para tratar estog eventos

Evaluacicnes del lakhoratorio central

Hematologia/CBC

Inmunoglobulinas

Musstra farmacocinética

Muestra de HACH

Ceélulag B {DlE
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En 1a dltima wvisita, los suj=tos cuyas contens de células é
periféricas {CD1%") no se han recuperade entraran al periode de
seguimiento de cé&lulas B, La reduperacidn de células B es
definida como los conteos de (D18 periféricos gque han
retornado a los walores de linea de base o LLN, lo dgque =ea
menor. Para todeos los eventog adversos 1nfecciogos serios
reportados, CBC con difersenciales, Ig cuantitativa y conteons
CD13 deben ser determinados dentro de 1 semana del inicio.

los sujetog cuyos contens de células B periféricas (CD1%Y)
1o se han recuperade en 1la Udltima wviaita definida en el
protocolo {Semana 72 o al final del SFU) entrarian al Pericdo de
Sequimiente de (¢élulas B y retornardn para visitas de estudio
rada 12 semanas desde la #ltima wvisita hasta la recuperacidn de
lag células B. La recuperacidn de células B ez definida como
los conteos de rD19% periféricos gque han retornade a los
valores de linea de basge © LLN, lo quse Sea manor.

Lag siguientes evaluaciones ¥  procedimientos SeTrAan
realizadaos en cada visita de gequimiento de células B:

Eventos adversos serios vy eventos adverses infecciosos

Medicaciones concomitantes ugadas para tratar estos sventos
. Evaluacionezs del laberatorio central

Hematolagia/CBC

Inmunoglobulinas

Citometria de flujo: conteo de gélulas B (CD19Y)

Para todos los eventos adversaos infecciosos serics
reportados, CBC con diferenciales, Ig cuantbitativa vy conteos
CD19 deben ser determinados dentro de 1 semana del inicio.

Las muestras de sangre, sSuero y orina seran cbtenidas en

puntes especificos en el Liempo. Lag instrucciones para
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procesar, guardar vy enviar las muestras a OGenentech vy el
laboratoric clinico central serdn proporciconadazs  en  los
manuales de laboratoric. Unos engayos estdndar serén usados
para hematologia, serologia, quimica, [i-hCG en guerae,
citometria de flujo, inmunclogia y analisis de orina.

El ELISA farmacccinético de rituximab mide los niveles de
rituximak en muestras de suero humano. Uss anti-rituximab de
cabra policlonal purificade por afinidad come el reactivo de
captura vy anticuerpo de cabra a ratdn IgG Flabl: conjugado a
peroxidasa de ribane picante (HRP} como el reactivo de
deteccidn.

Fl ELTSA de HACA anti-rituximab es un ensayoc de ponteo, gue
wga rituximab como el reactivo de captura y rituximab tratadc
con bistina v estreptavidina-HRP para deteccidn. El ensayc usa
una curva ocalibradeora preparada con  anticuerpos de cabra
voliclonales purificados por afinidad, a rituwkimalk ¥y as
confizrmade por inmunodepleeién con rituximab. Los resultados
de este ensaye fueron reportados con relacidn a este anticuerpo
policlonal en términos de unidades ralativas (RU}/ml.

Loz sgujetos pueden retirarse o " haber descontinuade el
periodo de tratamiento en cualguier momento, perc deben
retornar al centro de estudio dentro de los 14 dias para una
vigita de retiro tempranc del tratamiento, SFU y potencialmente
sequimiento de células B, Los sujetos gue han descontinuade el
periodo de tratamiento serdn seguidos para evaluaciones de
seguridad. e debe hacer un esfuerzo para obtener estas
evaluaciones para sujetos gue descontinfian temprano el periodo
de tratamiento. La razén primaria de una descontinuacidn

temprana debe ser registrada en la pagina de CRF apropiada.
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Las razones para descontinuacién del sujeto por el
investigador incluyen, pero no estédn limitadas a, las
giguientes:

- Retiro voluntario del consentimiento

Cualquier condicién médica que pueda poner en riesgo la
seguridad del sujeto si continGa en el estudio, segun lo
determinado por el investigador

Determinacién por el investigador gqgue no es del mejor
interés para el sujeto continuar en el estudio

Sujetos gque tienen una prueba positiva de embarazoc en orina
o sueroc en cualquier momento durante el estudio.

Los sujetos gue se retiran temprano no seran reemplazados.

Genentech se reserva el derecho de terminar este estudio en
cualquier momento. Las razones para terminar el estudio pueden
incluir, pero no estdn limitadas a, las siguientes:

La incidencia o severidad de eventos adverscs en é€ste u
otros estudios indica un riesgo de salud potencial para los
sujetos.

La inscripcién de sujetos es insatisfactoria.

El registro de datos es impreciso o incompleto.

Este estudio es disefiade para evaluar la eficacia de un
curso de re-tratamiento con rituximab o placebo para sujetos
elegibles y la seguridad del tratamiento con yituximab en
sujetos con RA activa que estdn recibiendo MTX y que tuvieron
una respuesta inadecuada previa o actual a una o mas terapias
anti-TNF. La elegibilidad de un sujeto para el re-tratamiento
estd basada en los criterios de remisidn de DAS 28-ESR (DAS 28-
ESR > 2,6). Aproximadamente 555 sujetos seran inscritos. El

estudio es de etiqueta abierta para el primer curso de
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tratamiento (gon rituximab) vy cegads para sujetos alegibles
para un cursg de re-tratamiento (medicamento en estudic).
Durante las Semanas 24-40, los sujetos gque satisfacen los
sriterioz de re-tratamiento serdn distribuidos aleatoriamente
en una relacidn 2:1 a rituximab o placeho.

B menos que ge especifique lo contraric, todas lasg pruebas
estadieticas gon hilaterales y sgerdn realizadas al nivel ¥=0,05
de significancia.

El punto final primario es la proporeidén de sujetos <on una
respuesta ACR20 en la Semana 48 con relacidn a la linea de base
(Dia 1). El andlisis de datos no cegadeos comenzari una vez dgue
las evaluacicnes de la Semana 48 de todos los sujetos estén en
la base de datos y la base de datos sea limpiada y congelada.

para el seagmento de tratamiento de etigueta abierta con
rituximab [(primeras 24 semanas del estudic), el namero de
sujetos inscritos sera tabulado por centro. Para locs sujetos
cque descontindan el segmento de tratamiento de etigueta
abierta, las razones de discontinuacifn serén resumidas. Las
violaciones de criteriecs clave de elegibilidad, otras
degviaciones mwavores del protocoleo, y el nuamerc de sujetos que
completan cada dosis programada, seran resumidos.

Para =l segmentc de tratamiento cegade, con medicamento en
eatudic, el nOimero de sujetos distribuidos aleatoriamente gaera
tabulade por centre ¥ grupe de tratamiento. La digposicidn de
los sujetcs serada resumida por grupe de tratamients con respecto
a Jla ﬁistribucién aleatoria de sujetos, tratamiente ¥
complecién del estudio. Las violaciocnes de criterios clave de
elegibilidad, otras desviaciones mayores del protocola, ¥ el

nimero de sujetos que completan cada dogis programada serian
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resumidaos por grupe de tratamiento. Para los gsujetos gque
descontindan tempranc el segmento de re-tratamiento controlade
por placebo, las razones de discontinuacion seran resumidas vy
enumeradas por grupo de tratamiento.

La lines de bagse de log grupoa de tratamiento serid evaluada
para determinar la comparabilidad con respecto a la demografia
{es decir, edad, sexc, raza/grupc étnico}l y las caracteristicas
de linea de base (por ejemplo peso corperal, duracidn de la RA,
condicidn de EF en la linea de base, SJC/TIC en la linea de
base, DAS 28-BE8R en la linea de base y nimerc de terapias de
TNF previas). El valor de linea de base de cualguier wvariable
gerid definide come el Gltime wvalor digponible antes de la
primera administracidn de rituximab (Dia 1}.

La sequridad serd evaluada a traveés del resumen de eventos
adversos, muertes, resultadoz de pruebazs de laboratoric, signos
wvitales v HACA, Estos resumenses serdn producidoes Como un
resumen general para el segmento de tratamientc de etigueta
ablerta y por grupo de tratamiento para &1 segmente de re-
tratamiento, controlade por placebo., Los an&lisis de seguridad
estaran basados en sujetos que recibieron cualguier cantidad de
medicamento en estudio. Los sujetos serédn analizados de
acuerdo con &] tratamiento real recibidoe.

Los siguientes res(menes de geguridad geran incluidos en
log andlisis de seguridad.

Inas deseripciones zl pie de la letra de eventos adversos
emergentes del tratamiento serdn mapeadas a términos del
tezaurc MedDRA. Loé eventos adversos azerdn tabuladeos de
acuerdo con la clase de drganc 3istémice, 2l ramal de

tratamiento v el grade HNCI CTCAE. Las tabulaclones de eventos

240

7Y



adversos para eventos adversos serios, eventeos adversos
relacionados con infecciones, reacclones a la infusidén
relacionadas con rituximab y eventos adversos que conducen a la
descontinuacidén del farmaco en estudio estardn basadas en todos
los sujetos tratados y serdn tabuladas después de la primera
infusidén del curso inicial con rituximab y el curso de re-
tratamiento.

Ademids, los eventos adverscos serios seradn resumidos como
incidencia por 100 pacientes-afios después de la primera
infusién del curso inicial con rituximab y el curso de re-
tratamiento asi como para el periodo de observacidn entero.

Las muertes de sujetos y la causa primaria de la muerte
seran enumeradas y/o resumidas.

Unos resUmenes descriptivos de valores de laboratorio vy
cambios con respecto a la linea de base durante todo el egtudio
serdn proporcionados. La proporcién de sujetos que
experimenten anomalias de laboratorio que emergen del
tratamiento serda resumida.

Unos resimenes descriptivos de signos vitales y cambios con
respecto a la linea de base durante todo el estudio seran
proporcionados por grupo de tratamiento.

La proporcidén de sujetos con una respuesta mensurable de
anticuerpos a rituximab serd resumida.

La poblacién destinada a ser tratada (ITT) consiste en
todos los sujetos gque son distribuidos aleatoriamente al
segmento de re-tratamiento controlado por placebo Yy reciben
cualquier medicamentoc en estudio. La poblacién ITT es la

poblacién de andlisis primario para los puntos finales primario
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y secundarios. Los sujetos seran analizados de acuerdo con su
tratamiento distribuido aleatoriamente.

El punto final primario es la proporcién de sujetos re-
tratados con una respuesta ACR20 en la Semana 48 en comparacidn
con la linea de base (Dia 1).

El logro de wuna ACR20 requiere > 20% de mejoria en
comparacién con la linea de base en los TJC y SJC asi como >
20% de mejoria en tres de cinco mediciones adicionales, como
sigue:

Evaluacién Global de la Actividad de la Enfermedad por el
médico

Evaluacidén Global de 1la Actividad de la Enfermedad por el
paciente

Evaluacién del Dolor (VAS) por el paciente

HAQ

Reactivo de fase aguda (CRP o ESR)

Se usarid la CRP en el célculo de ACR20. Si la CRP esté&
ausente o no es realizada, se usard la ESR.

El anadlisis primario de la diferencia en las tasas de
respuesta ACR20 entre el ramal de re-tratamiento con placebo y
el ramal de re-tratamiento con rituximab serd presentado usando
la prueba estadistica de Cochran-Mantel Haenszel, estratificada
por condicién de RF en la linea de base. Los resultados seran
resumidos de manera descriptiva por grupo de tratamiento y
expresados como proporciones, con los intervalos de confianza
(CI) de 95% ajustados correspondientes de la diferencia entre
tasas de respuesta y valores p.

Las tasas de respuesta ACR20 serén‘ también analizadas

usando regresidén logistica y prueba para una asociacién entre
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respuesta ACR20 en la Semana 48 y ramal de tratamiento mientras
que se controla la condicién de RF en la linea de base usando
un modelo de regresidén logistica. Los estimados de parémetros
del modelo seran examinados tabulando los errores estandar,
estadisticas Wald y relaciones de desigualdad con los CI de 95%
y valores p correspondientes.

Unos anélisis de sensibilidad ser&n también realizados
ajustando para términos explicatorios potenciales para la
respuesta ACR20 (por ejemplo SJC de linea de base).

Los puntos finales secundarios serén analizados como sigue:

La proporcién de sujetos con respuesta ACR50 y ACR70 en la
Semana 48 ser& analizada de la misma manera que se especificd
para el puntco final primario.

El cambio en DAS 28-ESR desde la linea de base hasta la
Semana 48 serd evaluado usando un modelo de andlisis de
varianza (ANOVA), con el grupo de re-tratamiento con placebo/
rituximab y la condicién de RF en la linea de base como
términos explicatorios en el modelo.

La categoria ordenada de respuestas ACR (respondedores
ACR70, respondedores ACR50-70, respondedores ACRZ20-50 vy no
respondedores ACR20) en la Semana 48 ser& analizada usando el
modelo légico acumulativo, estratificado por condicidn de RF en
la linea de base. Los estimados de parédmetros del modelo seran
examinados tabulando los errores esténdar, estadisticas Wald y
relaciones de desigualdad con los CI de 95% y valores p
correspondientes.

Las tasas de respuesta EULAR (buenas o moderadas) en la
semana 48 serdn analizadas de la misma manera que se especificd

para el punto final primario.
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: El cambic en 21 cenjunte esencial ACR  (8JC, TJC, HAQG,
evaluaciones glcbaleg por el paciente vy &l médice, dolor, CRP y
ESR} desde la linea de base hasta la Semana 48 seri analizado
en un modelo ANOVAE, con el grupo de re-tratamiento con placebo/
riruximabk vy la condicién de RF en la linsa de bage como
términos explicatorios en el modelo.

ACEn en la Semana 48 y AUC de ACRn en la Semana 48 serén
avaluados usande un modelo de andlisis de varianza {ANOVA), con
el grupo de re-tratamiento cen placebo/rituximab y la condicidn
de RF en la linea de base como términos explicatorics en el
modelo.

E]l cambio en la subescala S8F-36 y las calificaciones
regumer, desde 1la linea de base hasta la Semana 48 seré
reportado para las calificacienes de oche dominics ¥ las
calificaciones de componentes mentales vy Ilsicos usando un
an&lisis en un modeloc ANOVA, con el grupe de re-tratamiento con
placebo/rituximab y la condicisn de RF en la linea de base como
términos explicatorios el &l madelo. 2demas, las
calificaciones de componentes mentales y  Lisicos geran
adicionalmente clasificadas en categorias y analizadas.

Fl cambio en la evaluacién de FACIT-F deade la linea de
base hasta la Semana 48 gerd analizade en un modelo ANOVA, Con
el grupo de re-tratamientoc con placeho/rituximab v la condicidn
de EF en 1a linea de base como términcs explicatorics en 2l
modela.

- La proporoidn de sujetos que logran remisldn de DAS 28-ES5R
(DAS 28-ESRE < 2,6) en la Semana 48 gerd analizada de la misma

manera que se especificd para el punto final primarie.
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Log datos Eeran resumidos usando estadisticas descriptivas,
incluyendo media, deaviacidén egtandar, media geométrica,
coeficients de variacidn, mediana £ intervalo.

Los marcadores farmacedindmicos potenciales para muestras
de sangre, incluyendc contecs de oflulas B, niveles de Ig
cuantitatives, subtipos de linfocitos y concentracion de HACA,
gerdn resumidos de manera descriptiva. Para estos analisis,
los valores de linea de base medidos de la muestra antes de la
dosis en el Dia 1 seran usadog para calcular =1 cambicldESde la
linea de base en cada punto de muestrec en el tlemps.

Unca anélisis exploratoriocs serdn realizados para evaluar
la posible relacidn entre las marcadores farmacodindmicos, las
mediciones PK y la respuesta clinica y serin especificados en
gl Plan de Anadlisis Bstadistico.

Aproximadamente 555 sujetos serdn inscritos. Asumlendo una
taga de desercidn de hasta 25% durante el segmento de
tratamiento de etigueta abierta y hasta 10% de sujetos que
lograron remisién de DAS 28-ESE en la Semana 24 ¥y oo 800 re-
tratadog, cCon una rel@ciﬁn de distribucidn aleatoria de 2:1,
este tamafic de muestra tendri 820% de potencia para detectar una
diferencia del 16% en las tasas da reapussta ACR20 desde la
linea de base hasta la Semana 4% entre el grupo de Te-
tratamiente con rituximab (50% de respondedores ACRZ20) y el
grupe de placebo {34% de respondedores ACR20} usando la prueba
exacta de Fisher.

Las evaluaciones de seguridad consistirdn en monitorizar y
registrar los eventos adversos (AE] ¥y los eventea adversos
gerioms (SAE) definidos por el protocolo; mediciédn de wvariables

de laboratorie (hematolegia, guimica c¢linica y anflisis de
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orina) especificadas por el protocolo; medicidn de signoes
vitales especificados por el protocolo; y otras pruebas
especificadas por el protocolo que son consideradas criticas
para la evaluacién de seguridad del medicamento en estudio.

Para monitorizar las reacciones relaciconadas con la
infusién, los signos vitales serdn obtenidos inmediatamente
antes de la infusidén, cada 15 minutos en la primera hora
durante la infusién, entconces cada 30 minutos durante el resto
de la infusién, y cada 30 minutos por una hora después de la
infusién, en los dias de administracién del medicamento en
estudio. Unas lecturas adicionales pueden ser obtenidas en
caso de una reaccién relacionada con la infusién ({(por ejemplo
hipotensidn y/o fiebre).

Un AE es cualquier signo, sintoma o enfermedad desfavorable
y no intencional asociado tempofalmente con el uso de un
producto de investigacién (medicinal}) u otra intervencidn
impuesta por el protocolo, independientemente de la atribucidn.

Esto incluye lo siguiente:

AE no observados previamente en el sujeto, gue surgen
durante el perfiocdo de reporte de AE especificado por el
protocolo, incluyendo signos y sintomas asociados con RA que no
estaban presentes antes del periodo de reporte de AE.

Complicaciones gue ocurren como un resultado de
intervenciones mandadas por el protocolo (poxr ejemplb,
procedimientog invasivos tales como biopsias).

Si es aplicable, BE gue ocurren antes de la asignacién del
tratamiento de estudio asociados con eliminacidén de
medicamentos del sistema, ausencia de insercién de tratamiento

u otra intervencién mandada por el protocolo.
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Condiciones médicas pre-existentes (diferentes a la
condicidén que estd siendo estudiada) gque en opinidén del
investigador han empecorado en severidad o frecuencia o cambilado
en caracter durante el periodo de reporte de AE especificado
por el protocolo.

Un AE debe ser clasificado como un SAE si satisface los
sigulientes criterios:

Amenaza la vida (es decir, el AE, en la opinién del
investigador, pone al sujeto en riesgo inmediatc de muerte. No
incluye un AE que, si hubiera ocurrido en una forma mas severa,
pudiera haber causado la muerte.).

- Requiere o prolonga la hospitalizacidén del paciente.

Resulta en incapacidad persistente o significativa (es
decir, el AE resulta en interrupcidn sustancial de la capacidad
del sujeto para conducir funciones de la vida normal).

Resulta en un defecto de nacimiento/anomalia congénita en
un neonato/infante nacido de Qna madre expuesta al producto de
investigacién.

Es considerado un evento médico significativo por el
investigador en base a la opinién médica (pcr ejemplo, puede
poner en peligro al sujeto o© puede requerir intervencidn
médica/gquirtirgica para impedir uno de leos resultados enumerados
anteriormente) .

Todos los AE que no satisfacen alguno de los criterios para
ser serios deben ser considerados como AE no serios.

Los términos "severc" y "serio" no son sindnimos. La
severidad (o intensidad) se refiere al grado de un AE
especifico, por ejemplo infarto de miocardic suave (Grado 1),

moderado (Grado 2) o© severo (Grado 3). "Serio" es una
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definicién reguladora y se basa en el resultado o criterio de
accidén de un sujeto o evento asociado usualmente con eventos
gue representan una amenaza para la vida o el funcicnamiento
del sujeto. La seriedad (no la severidad) sirve como la guia
para definir obligaciones de reporte de regulacidén del
Patrocinante a lag autoridades de regulacidn aplicables.

La geveridad Y la seriedad deben gser evaluadas
independientemente cuando se registran los AE y SAE en la CRF.

Los investigadores evaluardn la ocurrencia de AE y SAE en
todos los puntos de evaluacién de los sujetos en el tiempo
durante el estudio. Todos los AE y SAE, vya sean indicados
voluntariamente por el sujeto, descubiertos por el personal del
egtudio durante el interrogatorio, o detectados a través de
examen fisico, prueba de laboratorio u otros medios, sgeran
registrados en el registro médico del sujeto y en la pagina de
CRF de AE y SAE apropiada.

Cada AE y SAE registrado ser& descrito por su duracidn (es
decir, fechas de inicio y fin), severidad (véase la Tabla 2),
criterios de seriedad de regulacién si son aplicables, relacidn
sospechada al producto de investigacidén (véase la guia
siguiente) y acciones emprendidas.

La escala de graduacidn (severidad) de los AE encontrada en

NCI CTCAE, V3.0, serd usada para el reporte de AE.
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Tabla

2

Escala de Graduacidn (Severidad) de Eventos Adversos

Grado Severidad
1 Suave (aplicar criterics de
graduacidén de NCI CTCAE

especificos del evento)

2 Moderado (aplicar criterios
de graduacidn de NCI CTCAE

especi{ficos del evento)

3 Severc (aplicar criterios de
graduacién de NCI CTCAE

especificos del evento)

4 Muy gevero, gue amenaza la
vida, © incapacitante
(aplicar criterios de
graduacidén de NCI CTCAE

especificos del evento)

5 Muerte relacionada con AE

a

Descripcidédn Alterna
Incomodidad transitoria o suave
{< 48 horas); no interfiere con
las actividades diarias del
sujeto; no reguiere

intervencién/terapia médica

Interferencia suave a moderada
con las actividades diarias del
sujeto; intervencidén/terapia

médica requerida nula o minima

Interferencia considerable con
las actividades diarias del
sujeto; intervencidén/terapia
médica requerida;

hogpitalizacién posible

Limitacidn extrema en
actividad; intervencién/terapia
médica significativa requerida,

hospitalizacién probable

Nota: Independientemente de la severidad, algunos eventos pueden

satisfacer también unos criterios

serios de regulacién. Hagase

referencia a las definiciones de un SAE.

* Usar estas definiciones alternativas para eventos Grado 1, 2, 3 y 4

cuando el AE observado ¢ reportado no estd en el listado de NCI

CTCAE.
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Para asegurar la consistencia de 1las evaluaciones de
causalidad de AE y BSAE, los investigadores deben aplicar 1la
siguiente pauta general:

si

Hay una relacidn temporal plausible entre el inicio del AE
Yy la administracién del producto de investigacidén, y el AE no
puede ser facilmente explicado por el estado clinico del
sujeto, enfermedad intercurrente o0 terapias concomitantes; y/o
el AE sigue un patrdén conocido de respuesta al producto de
investigacidn; y/o el AE se reduce o resuelve al discontinuar
el producto de investigacién o reducir la dosis y, si es
aplicable, reaparece en un nuevo reto.

No

Existe evidencia de gue el AE tiene una etiologia diferente
del producto de investigacidén (por ejemplo, condicién médica
pre-existente, enfermedad subyacente, enfermedad intercurrente
o medicacién concomitante); vy/o el AE no tiene una relacién
temporal plausible con 1la administracidén del producto de
investigacién (por ejemplo, céncer diagnosticado 2 dias después
de la primera dosis del medicamento en estudio).

Nota: La evaluacidn del investigador de la causalidad para
los reportes de AE individuales es parte del procesc de
documentacién del estudio. Independientemente de la evaluacidn
de causalidad "Si" o "No" para reportes de AE individuales, el
Patrocinante evaluard prontamente todos 1los SAE reportados
contra la experiencia acumulativa del producto para identificar
y comunicar de manera expedita uncs nuevos hallazgos de
seguridad posibles a los investigadores vy autoridades de

regulacidn aplicables.
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4/ /6 oY

/¢

La. FA debe ser registrada como un AR o SAE solamente 81, en
apinidén del investigador, empeord inesperadamente en =severidad
y/ic frécuencia o cambid® en naturaleza en cualguier moments
durante el estudic. Cuando 22 registra ﬁn empecramniento no
anticipado de la artritis reumatcide e&n una pagina de CRF de AE
& SAE, es importante transmitir 21 concepte de gque la condicidn
ha cambiade incluvendo descriptores aplicablea (por ejemplo,
Nartritis reumatoide acelerada').

Se espera gue el re-tratamiento bajo el protocolo en la
presente (o con un anticuerpe CD20 diferente) =zerd efectivo
para prevenir o retardar ia pfogresién er1 el dafic estructural
eﬁ la articulacién y la erosidn causades peor RA.  Be contempla
que uncg resultados eficaces ocurrirdn si no se emplea MTX, es
decir, se usa una monoterapia con el anticuerpo CDZ0,

Eiemplo 4 _

Fetudio de la Eficacia del Rituximab

: : . 1 | .
enn Pacientes ¢on Arbritis polr S0riasis

Se sigue el protocole en el Ejemple 2, excepto gque los

pacientes gon tratados para el dafio en la articulacidn causado

(s

por artritis por sorlagis. Se espera dque unos regultados
similares seradn observados (usando rituximabh © un anticuerpo
2H7 humanizado) como para la artritis reumdtica, es decir, la
progresidn en el dafio estructural en la articulacidn sera
impedido con unma primera dosgis de anticuerpe CD20 (con o =in
metotrexato dependiendo, por ejemplo, de gque las dosificaciones
puedan ser aiuatadas apropladamente) por lo menos &
aproximadamente un mes desde la linea de bhase o inicio del
tratamiente, preferiblemente por lo menos 24 semanas desde la

linea de base, de preferencia por lo menos 52 semanas desde la
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linea de base, y en puntos adicionales en el tiempo hasta 104
semanas desde la linea de base.

Estos regimenes basados en rituximab desafian el patrdén de
cuidado actual, y se espera gue demuestren un beneficio clinico
neto mejorado, el objetivo primario siendo impedir la
progresidén en el dafio en la articulacién. Se piensa que estos
resultados serén significativamente mejores que agquéllos del
.ramal de control.

Se predice y se espera que la administracidén de rituximab o
un 2H7 humanizado al sujeto en el protocolo de re-dosificacidn
proegramado expuesto en el Ejemplo 2 serd efective para impedir
la progresién del dafio estructural en 1la articulacidn en la
semana 52 o posteriormente. Se piensa que estos resultados
seran significativamente mejores que aquéllos del control.

También se espera que, a aproXimadamente la semana 48-54,
otra dosis de 1 g o 2 g del anticuerpo CD20 ({por ejemplo
rituximab o un 2H7 humanizado) proporcionada toda de una vez ©
distribuida en aproximadamente 14-16 dias en cantidades de 0,5
o 1 gramo seria efectiva para tratar el dafio en la articulacién
para el segundo afo entero, con © sin uno © mas segundos
medicamentos tales como agentes inmunosupresores. aAsi, el
anticuerpo CD20 seria administrado inicialmente dentro de
aproximadamente el pericdo de tiempo de 2 semanas, seguido por
otrc tratamiento a aproximadamgnte 4-8 meses, geguido por otrxo
tratamiento a aproximadamente wun afc desde el tratamiento
inicial (medido desde el momento en gue una cualquiera de las
dosis fue administrada), seguido por un tratamiento a
aproximadamente dos afilos desde el tratamiento 1inicial, con

éxito esperado, en dosificaciones de aproximadamente medio
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gramo © un gramo x 2-4 para cada tratamiento, administradas
conjuntamente, aproximadamente semanalmente, o aproximadamente
cada dos semanas durante aproximadamente dos a cuatro semanas.
Se espera gue los resultados de este tratamiento serian mucho
mejores gque aquéllos del control con placebo. Se espera que
este protocolo de re-tratamiento serad exitosamente usado por
varios afios con pocos o ningin efecto adverso.

Ejemplo 5

Estudio de Tratamiento de la Eficacia del Rituximab

en Pacientes con Ostecartritis y Enfermedad de Crohn

Se piensa gque los resultados del Ejemplc 2 tendrian éxito
si los pacientes tuvieran dafio en la articulacidn como
resultado de ostecartritis o enfermedad de Crohn, ya sea que se
use rituximab u otro anticuerpo CD20 tal como 2H7 humanizado, y
ya Sea que Se use O no un agente inmunosupresor, con ajuste de
las dosis como serfia conocido por aquéllos versados en el arte.
Adicionalmente, sgi tales pacientes son inicialmente tratados
con anticuerpo CD20 y entonces re-tratados con tal anticuerpo
aproximadamente seis meses o aproximadamente un afio después de
haber sido tratados la primera vez, usando de otro modo la
misma dosificacidén y otro protocolo del Ejemplo 2, se espera
que continuarén experimentando prevencidén de la progresién del
dafic en la articulacidn por un pericdo de tiempo extenso.

También se espera que el rituximab u otro anticuerpo CD20
sera por lo menosg tan efectivo como el régimen de tratamiento
convencional para induccidén y mantenimiento de remisidén del
dafio en la articulacién, ofreciendo ventajas sustanciales sobre

la terapia esténdar en virtud de su perfil superior de efectos
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secundarios, por ejemplo mucho menos tdéxico que los esteroides,
y mejor para restablecer la tolerancia.

Se espera que los pacientes en el ramal de tratamiento
tolerardn bien las infusiones de rituximab y que sus células B
serdn reducidas répidamente. Aparte del metotrexato, si es
necesario, se piensa Que unos agentes  i1nmunosupresores
adiciocnales no serin necesarios para la induccidédn de 1la
remisién y el mantenimiento de la remisidn sostenida (6 meses o

mag) en los pacientes tratados con anticuerpo CD20.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar el dafio en una articulaciédn en un
sujeto, que comprende administrar un anticuerpo CD20 al sujeto
y realizar al sujeto, por lo menos aproximadamente un mes
después de la administracidén, una prueba radiografica que mide
una reduccidn en el dafio en la articulacidédn en comparacidn con
una linea de base anterior a la administracidén, en donde la
cantidad de anticuerpo CD20 administrada es efectiva para
lograr una reduccién en el dafio en la articulacién.

2. El método de la reivindicacién 1, en el cual la prueba
radiografica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente dos meses después de administrar
el anticuerpo.

3. Bl método de la reivindicacién 1, en el cual la prueba
radiografica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente 10 semanas después de administrar
el anticuerpo.

4, Bl método de la reivindicacién 1, en el cual la prueba
radiografica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente tres meses después de administrar
el anticuerpo. ‘

5. El método de la reivindicacidén 1, en el cual la prueba
radiografica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente cuatro meses después de
administrar el anticuerpo.

6. El método de la reivindicacién 1, en el cual la prueba
radiogréfica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente c¢inco meses después de administrar

el anticuerpo.
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7. BEl método de la reivindicacidén 1, en el cual la prueba
radiogradfica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente 24 semanas después de administrar
el anticuerpo.

8. El método de la reivindicacidén 1, en el cual la prueba
radiografica después de administrar el anticuerpo CD20 ocurre
por lo menos aproximadamente 52 semanas después de administrar
el anticuerpo.

9. El método de una cualqguiera de las reivindicaciones 1-8,
que comprende adicionalmente una administracién adicional al
sujeto de un anticuerpo (D20 en una cantidad efectiva para
lograr una reduccién continua o mantenida en el dafioc en la
articulacién en comparacién con el efecto de una administracién
previa de anticuerpo CD20.

10. El1 método de la reivindicacién 9, en el cual el
anticuerpo CD20 es adicionalmente administrade al sujeto
incluso si no hay mejoria clinica en el sujeto en el momento de
la prueba radiogrifica después de una administracidn previa.

11. El1 método de 1la reivindicacidn 10, en el cual 1la
mejoria clinica es determinada evaluando el nlmero de
articulaciones sensibles o hinchadas, el Indice de Severidad de
Evaluacién de Soriasis, una evaluacién clinica global del
sujeto, evaluando la tasa de sedimentacidn de eritrocitos, o
evaluando la cantidad de nivel de proteina C-reactiva.

12. El método de la reivindicacidén 1, en el cual la prueba
mide una calificacién Sharp modificada total.

13. El método de 1la reivindicacién 1, en el cual el

anticuerpc es rituximab.
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14. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado gue comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:2 y 8.

15. El método de la reivindicacién 1, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende 1las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:39 y 40.

16. El métcdo de 1la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:32 y 33.

17. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado gue comprende un dominio de cadena
pesada variable con alteracidén N10OA, o D56A y N100A, o D56A,
N100Y y S100aR en SEQ ID NO:8 y un dominio de cadena liviana
variable con alteracién M32L, o S8S92A, o M32L y S92A en SEQ 1ID
NO:2.

18. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el dafioc en
la articulacién es causado por artritis, aflojamiento aséptico
en la articulacién de implantes ortopédicos, ausencia de unidn
de una fractura, espondiloartropatias, soriasis o enfermedad de
Crohn.

19. El método de la reivindicacidén 18, en el cual el darfio
en la articulacidén es causado por artritis.

20. El1 método de la reivindicacidén 19, en el cual el daito
en la articulacidén es causado por artritis reumatoide,
osteocartritis, espondilitis anquilosante © artritis por
soriasis.

21. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el

anticuerpo es administrado de manera intravenosa.
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22. El método de la reivindicacién 1, en el cual el
anticuerpo es administrado de manera subcuténea.

23. El método de la reivindicacidn 1, en el cual el sujeto
nunca ha sido tratado previamente con un anticuerpo CD20.

24. El método de la reivindicacién 1, en el cual el sujeto
es un paciente ingenuo de metotrexato.

25. El1 método de 1la reivindicacidén 24, en el cual el
paciente ingenuc de metotrexato tiene artritis reumatoide
activa.

26. El método de 1la reivindicacién 1, en el cual el
anticuerpo es un anticuerpo desnudo.

27. El1 método de 1la reivindicaciédn 1, en el cual el
anticuerpo es conjugado con otra molécula.

28. E1 método de 1la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es administrado en una dosis de aproximadamente 0,4
a 4 gramos.

29. El método de 1la reivindicacidén 28, en el cual el
anticuerpo es administrado en una dosis de aproximadamente 0,4
a 1,3 gramos.

230. El método de la reivindicacidn 29, en el cual la dosis
es aproximadamente 1,5 a 3,5 gramos.

31. E1 método de la reivindicacidn 30, en el cual la dosis
es aproximadamente 1,5 a 2,5 gramos.

32. El1 método de la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es administrado a una frecuencia de una a cuatro
dosis dentro de un periodo de aproximadamente un mes.

33. Bl método de la reivindicacién 32, en el cual la dosis

es aproximadamente 500 mg a 1,2 gramos.
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34. El método de la reivindicacidén 33, en el cual la dosis
es aproximadamente 750 mg a 1,1 gramos.

35. El método de 1la reivindicacién 1, en el cual el
anticuerpco es administrado en dos a tres dosis.

36. Bl método de la reivindicacidén 1, en el cual el
anticuerpo es administrado dentro de un periodo de
aproximadamente 2 a 3 semanas.

37. El método de la reivindicacién 1, en el cual ningln
otro medicamento, aparte del anticuerpo CD20, es administrado
al sujeto para tratar el dafio en la articulacidn.

38. El método de la reivindicacidén 1, en el cual un segundo
medicamento es administrado en una cantidad efectiva, en donde
el anticuerpo CD20 es un primer medicamento.

39. El método de la reivindicacién 38, en el cual el
segundo medicamento es mds de un medicamento.

40. El método de la reivindicacidén 38 o 39, en el cual el
segundo medicamento es un antibidtico, un agente
inmunosupresor, un medicamento anti-reumdtico modificador de la
enfermedad (DMARD por sus siglas en inglés), un agente de
control del dolor, un antagonista de integrina, un medicamento
anti-inflamatorio no esteroide (NSAID por sus siglas en
inglésg), un antagonista de citocina, un bisfosfonato © una
hormona, o una combinacién de los mismos.

4. E1 método de 1la reivindicacién 40, en el cual el
segundo medicamento es un DMARD.

42. El1 método de la reivindicacién 41, en el cual el DMARD
es gseleccionado del grupo consistente en auranofina,
cloroquina, D-penicilamina, oro inyectable, oro oral,

hidroxicloroquina, sulfasalazina, miccrigina y metotrexato.
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43. El} método de la reivindicacidén 40, en el cual el
segundo medicamento es un NSAID.

44, El método de la reivindicacién 43, en el cual el NSAID
es seleccionado del grupo consistente en: pentasa, mesalazina,
asacol, fosfato de codeina, benorilato, fenbufeno, naprosina,
diclofenac, etodolac, indometacina, aspirina e ibuprofeno.

45. Bl método de 1la reivindicacidén 40, en el cual el
segundo medicamento es un agente de control del dolor.

46. E1l método de la reivindicacién 45, en el cual el agente
de control del dolor es seleccionado del grupc consistente en:
paracetamol y dextropropoxifeno.

47. El1 método de la reivindicacidn 40, en el cual el agente
inmunosupresor es seleccionade del grupo consistente en
etanercept, infliximab, adalimumab, ieflunomida, anakinra,
azatioprina y ciclofosfamida.

48. El método de 1la reivindicacidén 40, en el cual el
segundo medicamento es seleccicnado del grupo consistente en
OPG, etanercept, infliximab, etanercept, adalimumab, kinaret,
raptiva, osteoprotegerina (OPG), RANKFc, anti-RANKL,
pamidronato, alendronato, actonel, zolendronato, clodronato,
metotrexato, azulfidina, hidroxicloroguina, deoxiciclina,
leflunomida, sulfasalazina (S5Z), prednisolona, antagonista de
receptor de interleucina-1, prednisona y metilprednisoclona.

49. El1 método de 1la reivindicacién 40, en el cual el
gsegundo medicamento es seleccionado del grupo consgistente en
infliximab, una combinacién de infliximab/metotrexato (MTX),
MTX, etanercept, un corticosteroide, ciclosporina A,
azatioprina, auranofina, hidroxicloroquina (HCQ), combinacidn

de prednisolona, MTX y SSZ, combinaciones de MIX, $SZ y HCO, la
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combinacién de c¢iclofosfamida, azatioprina y HCQ, y 1la
combinacidén de adalimumab con MTX.

50. El método de 1la reivindicacién 49, en el cual el
corticosteroide es prednisona, prednisolona, metilprednisolona,
hidrocortisona o dexametasgona.

§1. El métode de la reivindicacién 49, en el cual el
segundo medicamento es MTX.

52. E1 método de la reivindicacidén 1, en el cual el sujeto
es de factor reumatoide negativo.

53. El1 método de la reivindicacidén 1, en el cual el sujeto
es de factor reumatoide positivo.

54. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el sujeto
recibid metotrexato antes de la linea de base.

§5. El1 método de la reivindicacidén 54, en el cual el
metotrexatco fue administrado a una dosis de aproximadamente 10-
25 mg/semana.

56. El método de la reivindicacién S4 o 55, en el cual el
metotrexato fue administrado durante por lo menos
aproximadamente 12 semanas antes de la linea de base.

57. El método de la reivindicacién 56, en el cual el
metotrexato fue administrado a una dosis estable las Ultimas
cuatro semanas antes de la linea de base.

58. El m&tode de 1la reivindicacidn 54, en el cual el
metotrexato fue administrado de manera peroral o parenteral.

59. El método de la reivindicacidén 1, en el cual el dafio en
la articulacién es causado por artritis reumatoide y el sujeto
ha exhibido una respuesta inadecuada a uno o mas inhibidores

anti-factor de necrosis tumoral (TNF por sus siglas en inglés).
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60. El método de la reivindicacidén 59, en el cual
metotrexato concomitante es administrado al sujeto junto con el
anticuerpo CD20.

61. El método de 1la reivindicacién 60, en el cual el
anticuerpo CD20 es administradc a una dosis de aproximadamente
1000 mg x 2 en los dias 1 y 15 de manera intravenosa al
comienzo del tratamiento.

62. Un método para monitorizar el tratamiento del dafic en
una articulacién en un sujeto, gque comprende administrar una
cantidad efectiva de un anticuerpe CD20 al sujeto y medir por
radiografia, después de por 1o menos aproximadamente un mes
desde la administracidn, si el dafic en la articulacidén ha sido
reducido sobre la linea de base antes de la administracidn, en
donde una disminucién versus la linea de base en el sujeto
después del tratamiento indica que el anticuerpo CD20 esta
teniendo un efecto sobre el daflo en la articulacién.

63. El método de la reivindicacién 62, en e} cual el grado
de reduccidn versus la linea de base es medido una segunda vez
después de la administracidén del anticuerpo CD20.

64. El método de la reivindicacién 62 o 63, en el cual la
medicidén es después de por lo menos aproximadamente 24 semanas.

65. Un articulo de elaboracidn, que comprende:

a. un recipiente gue comprende un anticuerpo CD20; vy

b. un inserto de empaque con instrucciones para tratar el
dafio en la articulacién en un sujeto, en donde las
instrucciones indican que se administra al sujeto el anticuerpo
CD20 y es entonces sometido, por lo menos aproximadamente un
mes después de la administracidn, a un prueba radiogréfica que

mide una reduccién en el dafio en la articulacidn en comparacidn
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con una linea de base antes de la administracién, en donde la
cantidad de anticuerpoc CD20 administrada es efectiva para
lograr una reduccidén en el dafic en la articulacién.

66. El articulo de la reivindicacién 65, gque comprende
adicionalmente un recipiente que comprende un segundo
medicamento, en donde el anticuerpo CD20 es un primer
medicamento, que comprende adicionalmente unas instrucciones en
el inserto de empague para tratar al sujeto con una cantidad
efectiva del segundo medicamento.

67. Un método para tratar el dafio en una articulacidén en un
sujetb, gque comprende administrar un anticuerpc CD20 al sujeto,
y realizar al sujeto, por lo menos aproximadamente 52 semanas
después de la administracidén, una prueba radiogrdfica que mide
una reduccién en el dafioc en la articulacidén en comparacién con
una linea de base antes de la administracidén, en donde la
cantidad de anticuerpo (D20 administrada es efectiva para
lograr una reduccién en el dafio en la articulacién.

68. E1 método de la reivindicacién 67, en el cual la prueba
mide una calificacidén Sharp modificada total. |

69. El1 método de 1la reivindicacidén 67, en el cual el
anticuerpo es rituximab.

70. E1 método de 1la reivindicaciédn 67, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:2 y 8.

71. El método de 1la reivindicacién 67, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de

dominio variable en SEQ ID NOS:39 y 40.

264

39%



72. El método de 1la reivindicacidén 67, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:32 y 33.

73. El método de la reivindicacidén 67, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende un dominio de cadena
pesada variable con alteracidén N10OA, o D56A y N100A, o DS6A,
N100Y y S100aR en SEQ ID NO:8 y un dominio de cadena liviana
variable con alteracidén M32L, o S§92A, o M32L y 5S82A en SEQ ID
NGC:2.

74. El método de la reivindicacibén 67, en el cual el dafio
en la articulacidn es causado por artritis.

75. El1 método de la reivindicacidén 74, en el cual la
artritis es artritis reumatoide.

76. El método de la reivindicacidén 75, en el cual la
artritis es artritis reumatoide activa temprana.

77. El método de la reivindicacién 67, en el cual el sujeto
no ha sido tratado previamente con un agente inmunosSupresor
antes de la administracién de una primera dosis de anticuerpo
CD20 en el método de tratamiento.

78. El1 método de la reivindicacidén 67, en el cual el
anticuerpo es administrado en una dosis de aproximadamente 0,4
a 4 gramos.

79, El1 métode de 1la reivindicacién 67, en el cual el
anticuerpo es administrado en una dosis de aproximadamente 0,4
a 1,3 grames a una frecuencia de una a cuatro desgsis dentro de
un periodo de aproximadamente un mes.

80. El1 método de la reivindicacién 79, en el cual la dosis

es aproximadamente 500 mg a 1,2 gramos.
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81. El método de la reivindicacidén 80, en el cual la dosis
es aproximadamente 750 mg a 1,1 gramecs.

82, Bl método de la reivindicacién 67, en el cual el
anticuerpo es administrado en dos a tres dosis.

83. El1 método de 1la reivindicacién 67, en el cual el
anticuerpo es administrado dentro de un periodo de
aproximadamente 2 a 3 semanas.

84. E1 método de la reivindicacidén 67, que comprende
adicionalmente re-tratar al sujeto administrando al sujeto una
cantidad efectiva del anticuerpo CD20.

85. E1l método de la reivindicacidén 84, en el cual el re-
tratamiento es comenzado a por lo menos aproximadamente 24
semanas después de la primera administracién del anticuerpo
CD20.

86. El método de la reivindicacidén 85, en el cual un re-
tratamiento adicional es comenzado.

87. El método de la reivindicacién 86, en el cual el re-
tratamiento adicional es comenzado a por io menos
aproximadamente 24 semanas después de la segunda administracidn
el anticuerpc CD20.

88. El métode de la reivindicacidn 84, en el cual el dafo
en la articulacién ha sido reducido después del re-tratamiento.

89. Bl método de la reivindicacidédn 84, en el cual ninguna
mejoria clinica es observada en el sujeto en el momento de la
prueba radiografica después del re-tratamiento.

90. El1 mwétodo de 1la reivindicacién 89, en el cual 1la
mejoria clinica es determinada evaluando el nimero de
articulaciones sensibles o hinchadas, el Indice de Severidad de

Evaluacién de Soriasis, una evaluacidn clinica global del
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sujeto, evaluando la tasa de sedimentacién de eritrocitos, o
evaluande la cantidad de nivel de proteina C-reactiva.

91. El1 método de la reivindicacién €7, en el cual un
segundo medicamento es administrado en una cantidad efectiva,
en donde el anticuerpo CD20 es un primer medicamento.

92. El método de la reivindicacidn 91, en el cual el
segundo medicamento es mads de un medicamento.

93. El método de 1la reivindicacién 91, en el cual el
segundo medicamento es un antibiético, un agente
inmunosupresor, un medicamento anti-reumdtico modificador de la
enfermedad (DMARD por sus siglas en inglés), un agente de
control del dolor, un antagonista de integrina, un ﬁedicamento
anti-inflamatorio no esteroide (NSAID por sus siglas en
inglés), un antagonista de citocina, un bisfesfonato © una
hormona, o una combinacidén de los mismos.

94. El1 método de 1la reivindicacidén 93, en el cual el
segundo medicamento es metotrexato.

95. El método de la reivindicacién 67, en el cual el sujeto
es de factor reumatoide negativo.

96. E1 método de la reivindicacién 67, en el cual el sujeto
es de factor reumatoide positivo.

97. El método de la reivindicacién 67, en el cual el
anticuerpo es administrado de manera intravenosa.

98. El1 método de la reivindicacidén 67, en el cual el
anticuerpo es administrado de manera subcuténea.

99. Un método para monitorizar el tratamientc del dafio en
una articulacién en un sujeto, que comprende administrar una
cantidad efectiva de un anticuerpo CD20 al sujeto y medir pox

radiografia, después de por lo menos aproximadamente 52 semanas
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desde la administracién, =i el dafic en la articulacidén ha sido
reducido sobre la linea de bage antes de la administracidn, en
donde una disminucidén versus 1a linea de base en el sujeto
despugs del tratamiento indica gque el anticuerpo CD20 esta
teniendo un efecto sobre el dafic en la articulacién.

100, Bl métode de la reivindicacién 22, en el cual el grade
de reduccién versus la linea de base e=s medido una segunda vez
después de la administracidén del anticuerpo CD20.

101. Un articulo de elaboracion, gue comprende:

(a} un recipiente que comprende un anticuerps CD20; y

(b} un inserto de empagque con inatrucciones para tratar el
dafic en la articulacidn en un sujete, en donde las
instrucciones indican que ge administra al sujeto 2l anticuerpo
D20 v entonces es sometido, por lo mencs aproximadamente 52
cemanas después de la administraciém, a un prueba radiografieca
que mide una reduccién en el dafic en la articulacidn en
comparacién con una linea de basge antes de la administracidn,
en donde la cantidad de anticuérpe CDZ0 administrada es
efectiva para lograr una reduccidn en el dafic en la
articulagidn.

102. Bl articulo de la reivindicacidén 141, due comprends
adicionalmente un recipiente que comprends  un  aagundo
medicamento, en  donde el anticusrpe CD20 e3a un  primer
medicamento, gue comprende adicicnalmente unas instrucciones =n
gl inserto de empagque para tratar al sujete c¢on una cantidad
efectiva del segundo medicamento.

102. Bl articule de la reivindicacidn 102, en el cual el

segundo medicamento es metotrexato,
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104. Un métode para el tratamiento del dafo en una
articulacién en un sujeto, en donde (a) el sujetc ha exhibido
una respuesta inadecuada a uno o mas inhibidores anti-factor de
necrosis tumoral (TNF por sus siglas en inglés); (b) el sujeto
recibié por lo menos un curso previo de tratamiento con un
anticuerpo CD20, y (c) el tratamientc comprende administrar por
lo menos un curso adicional de tratamiento con un anticuerpo
CD20.

105. El método de 1la reivindicacidén 104, en el cual el
sujeto respondidé a por lo menos un primer curso de tratamiento
con anticuerpo anti-CD20.

106. E1l método de la reivindicacién 104, en el cual el daho
en la articulacidn es causado por artritis.

107. Bl método de la reivindicacién 106, en ‘el cual la
artritis es artritis reumatoide.

108. El método de la reivindicacidén 104, en el cual el
anticuerpo eg rituximab.

109. El1 métode de la reivindicacidén 104, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado gque comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:2 y 8.

110. El1 método de la reivindicacién 104, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado que comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:39 y 40.

111. El método de la reivindicacidén 104, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado gque comprende las secuencias de
dominio variable en SEQ ID NOS:32 y 33.

112. E1l método de la reivindicacidén 104, en el cual el
anticuerpo es 2H7 humanizado gue comprende un dominio de cadena

pesada variable con alteracidn N100A, o D56A y N100A, o D356A,
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M100¥ . 8100aR en SEQ ID NO:& y un dominio de cadena liviana
variable con alteracidn M32L, o 5923, o M3IZL ¥ S5%ZA en SEQ ID

NG: 2.
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<110> Mark Totoritis

LISTADO DE SECUENCIAS

<120> METODO PARA TRATAR DANOS EN LAS ARTICULACIONES

<130> 39766-0192

<140> AlGn no asignado
<141> Con la presente

<150> 60/737,291
<151> 2005-11-15

<150> 60/864,463
<151> 2006-11-06

<160 43

<170> FastSEQ para Windows Versidn 4.0

<210> 1

<21l> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 1

Gln Ile
1

Glu Lys

His Trp

Ala Pro
50

Cly Ser

65

Asp Ala

Phe Gly

«210> 2

Val
Val
TYY
35

Ser
Gly
Ala

Ala

<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia

«220>

Leu
Thy
20

Gln
Asn
Thr

Thr

Gly
100

Ser
Met
Gln
Leu

Ser

TYY
85
Thr

Gln
Thr
Lys
Ala

TyTr
70
Tyr

Lys

Ser Pro

Pro Gly
40

Ser Gly

58

Ser Leu

Cys Gln

Leu Gliu

Aartificial

Ala
Ala
25

Ser
Val
Thr

Gln

Leu
108

Ile Leu
10
Ser Ser

Ser Pro
Pro Ala

Ile Ser
75

Trp Ser

90

Lys Arg

<223> Dominio variable de cadena liviana de

<400> 2

Asp Ile
1

Asp Arg

His Trp

Ala Pro
50

Cln
val
Tyr

35
Ser

Met Thr Gln

5

Thr Ile Thr

20

Gln Gln Lys

Asn Leu Ala

Ser Pro

Cys Arg

Pro Gly
40
Ser Gly

5o

Ser

Ala
25
Lys

val

Ser Leu
10

Ser Ser
Ala Pro

Pro Ser

271

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Arg

Phe

2H7

Ser
Ser
Lys

Arg
€0

Ala Ser Pro
15
Val Ser Tyr
30
Pro Trp Ile
45
Phe Ser Gly

val Glu Ala

Asn Pro Pro
95

humanizado

Ala Ser Val
15
val Ser Tyr
30
Pro Leu Ile
45
Phe Secr Qly

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

g0
Thr

Gly
Met

Tyr

Ser

oy



Cly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65

Asp Phe Ala Thr Tyr

85

Phe Gly Gln Gly Thr

100

Thr
5
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

70

Tyr Cys Gln Gln Trp

=1

Lys Val Glu Ile Lys

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyxr

Thr

Ser
Cys
Lys
Glu

55
Phe

Tyr

Lys

Artificial

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

105

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Val Ser Tyr Met His

S

Artificial

<210> 3
<211l> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Ala Trp Tyr
3s
Tyr Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65 )
Glu Asp Phe Ala
Thr Phe Gly Gln
100
«210> 4
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia
<220>
<223> 2H7 CDR1
<400> 4
Arg Ala Ser Ser
1
«210> 5
<21i> 7
<212> PRT
<213> Secuencia
<220>

«223> 2H7 CRD2

<400> S
Ala Pro Ser Asn

1

<210> 6
<211> 9

<212>
213>

<220>

PRT
Secuencia

Leu Ala Ser

5

Artificial

10

272

75

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu

BO

Ser Phe Asn Pro Pro Thr

Arg

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Arg

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Leu

95

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

B0
Trp

Jyob



<223> 2H7 CDR3

<400> 6
Gln Gln Trp Ser Phe Asn Pro Pro Thr

1

<210> 7

<211>
212>
«<213>

<400> 7

Gln
1
Ser
Asn
Gly
Lys
65
Met
Ala

Gly

Ala
Val
Met
Ala
S50

Gly
Gln

aArg

Thr

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> B
Glu Val Gln Leu

1
Ser

Asn
Gly
Lys
65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Ala
50

Gly

Gln

Arg

Gln

<210> 9

<21l>
<212

122
PRT
Mus musculus

Tyr
Lys
His
s

Ile
Lys
Leu

Val

Gly
115

122
PRT
Secueéncia

Arg
His
35

Ile
Arg

Met

Val

Gly

115

119
PRT

Leu
Met
20

Trp
Tyr
Ala

Ser

Val
100
Thr

Leu
20
Trp

Tyr
Phe
Asn
Val

100
Thr

5

Gln
Ser
Val
Pro
Thr

Ser
B85

Tyr

Thr

Gln
Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu
Tyr

Val

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Thr

Ser

Thr

Artificial

Val
5
Ser

val
Pro
Thr

Ser
85
Tyr

Leu

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
YT

Val

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arg
Ser

Thr

<213> Secuencia Artificial

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Val
Ser

Asn

Val
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Val

Ala

Val
120

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Ser

105
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Ser

105
Ser

Glu
10

Gly
Arg
Thr

Lys

Asp
90

Tyr

Ser

bDominio variable de cadena pesada

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Tyr

Ser

273

Leu
Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Ser

Trp

val
Thr
Gly
TYr
Ser

Ala

TYX

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Phe

Pro
Thr
30

Clu
Gln
Thr

TYY

Asp
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Phe

85
Val

de 2H7 humanizado

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser

75
Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

TyEr

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn

val

Phe

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyxr

ASp
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Leu
TYr

95
Val

Ala
Tyr
Ile

Phe

Tyr
8¢
Cys

Trp

Gly
Tyr
Val
Phe
TYr
80

Cys

Trp

Jeor



<220>
<223> Secuencia

<400> 9

Glu
1
Ser
Ala
Ala

Lys
65

Leu
Ala

Thy

<210>
<211>
<212>
<213>

val
Leu
Met
val
50

Gly
Gln

Arg

Leu

<220>

<223>

<400> 10

10
10
PRT
Secuencia

Gln

Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

val
115

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Arg

100
Thr

de consenso

vVal
Ser
vVal
Gly
Thr
Ser
85

Val

Val

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Gly

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ser

Artificial

Cadena pesada CDR1

humane del subgrupo

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Ser

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Leu
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

S0
Tyr

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His

1

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>

<223>

11
17
PRT
Secuencia Artificial

<400> 11
‘Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1
Gly

<210>
<211>
<212>
<2135

<220>

<223>

<400> 12

12
13
PRT
Secuencia Artificial

5

5

Cadena pesada CDR2

Cadena pesada CDR3

10

10

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Rsp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyx

ITI

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Trp

Val val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1

S

10

274

Pro
Ser
30

Glu
Agp
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

15

Gly
Tyr
val
val
Tyr
a0

Cys

Gly

uo‘b



<210> 13

«211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> Secuencia

<400> 13

Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr

20
His Trp Tyr Gln
35
Ala Pro Ser Asn
50

Gly Ser Gly Thr

€5

Asp Phe Ala Thr

Phe Gly Gln Gly
100

Ser Val Phe Ile

115
Ala Ser Val val
130

val Gln Trp Lys

145

Ser vVal Thr Glu

Thr Leu Thr Leu
180
Cys CGlu val Thr
195
Asn Arg Gly Glu
210

<210> 14

<21l> 452

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
«223> Secuencia

<400> 14

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
Asn Met Hisa Trp
35
Gly Ala Ile Tyr
50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Mct Azn

aArtificial

de cadena liviana de 2H7 humanizado

Thr
5
Ile
Gln
Leu
Asp
Tyr
85
Thr
Phe
Cys
Val
Gln
165
Ser
His

Cysd

Gln
Thr
Lys
Ala

Phe
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
AsSp

Lys

Gln

Ser
Cys
Pro
Ser
S5

Thr
Cys
val
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Artificial

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
200

Ser
Ala
25

Lys
Val
Thr
Gln
Ile
105
Asp
hAsn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

de cadena pesada de

Val
5
Ser
val
Pro
Thr

Ser

Glu
Cys
arg
Gly
Ile

70
Leu

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser

Arg

Gly
Ala
Ala
a0

Gly
val

Ala

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Ser
10

Ser
Ala

Pro

Ile

Trp
90

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170
Glu

Ser

2H7

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Lys

ASp
90

275

Leu
Ser
Pro
Ser
Ser
75

Ser
Arg
Gln
TyY
Ser
155
Thr

Lys

Pro

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser
Phe
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

Ala
Val
Pro
45

Phe
Leu
Asn
Val
Lys
125
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

humanizado

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser

75
Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Asn

Asn

Val

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
val

190
Lys

Pro
Thr
30

Glu
Gln

Thr

Tyr

val
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
95

Ala
Gly
Ala
Gln
ser
175
Tyr

Ser

Gly
1S

Ser
Trp
Lys

Leu

Tyr
95

Met
Tyr
Ser
Glu
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Gly
Tyr
val
Phe
Tyr

g0
Cys

Mo



Ala
Gly
Ser
Ala
145
val
Ala
Val
Hisg
Cys
225
Gly
Met
His
Val
Tyr
305
Gly
Ile
val
Ser
Glu
385
Pro
Val

Met

Ser

Arg
Gln
val
130
Ala
Ser
val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
370
Trp
Val
Asp
His

Pro
450

«210> 1%
<21l1l> 45

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 15
Glu Vval Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Val
Gly
118
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

1

PRT
Secuencia Artificial

Val
100
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
Ala
vVal
Ty
Thr

340
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
420
Ala

Lys

Tyr
Leu
Leu
Cys
Ser
165
Ser
Ser
Asn
His
val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405

Arg

Leu

5

TYY
Val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
val
Thr
val
310
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
3580

Asp

Trp

His

Ser
Thr
Pro
135
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly

Gln

Asn

Asn
Val
120
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
200
Val
Pro
Phe
val
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Axrg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Ser
108
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
185
Gln
Asp
Pro
Preo
Thr
265
Asn
Arg
val
Ser
Lys
345
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
TYX

Tyr
Ser
Lys
Tyr
Ser
170
Ser

Thr

Lys

Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
TYTL
Asn
Phe
410
Asn

Thr

10

Trp
Ala
Ser
Phe
155
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys
Val
TYYr
Glu
His
315
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
395
Leu

val

Gln

TyTr
Ser
Thr
140
Fro
val
Ser
Ile
val
220
Ala
Pro
Val
Val
Gln
300
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
380
Tyx
YL

Phe

Lys

Phe
Thr
125
Ser

Glu

Ser

Cys
205
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Asp
110
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
150
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thx
Lys
Cys

430
Leu

Val

Gly
val
Phe
175
val
val
Lys
Leu
Thr
255
Val
val
Ser
Leu
Ala
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

Dominio variable de cadena pesada de 2H7 humanizado

15

Trp
Pro
Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Serx
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gin
Val
val
Pro
400
Thr

Val

Leu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20

25

2786
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aAsn
CGly
Lys
65

Leu
Ala
Gly
Ser
Ala
145
val
Ala
Val
His
Cys
225
Gly
Met
His
Val
Tyr
305
Gly
Ile
val
Ser
Glu
385%
Pro
Val

Met

Ser

<210>
<211>
<212>
213>

<400>

Met
Ala
50

Gly
Gln
Arg
Gln
Val
130
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Glu

Tyx

Leu
370

Trp
Val
Asp
His

Pro
450

His
35

Ile
Arg
Met
val
Gly
115
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
val
Glu
Lys
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

16

285
PRT
Homo sapiens

16

Trp
Tyr
Phe
Asn
val
100
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

420
Ala

Val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr
Leu
Leu
Cys
Ser
165
Ser
Ser
Asn
His
Val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405

arg

Leu

Arg
Cly
Ile
70

Leu
Tyr
val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thx
Thr
230
Phe
Pro
Val
Thx
Val
310
Cys
Ser
Pro
val
Gly
390
Asp

Trp

His

Gln
Asn
S5

Ser
Arg
Ser
Thr
Pro
135
Val
Ala
CGly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly

Gln

Asn

Ala
40

Gly
Val

Ala

Val
120
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
200
val
Pro
Phe
val
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Pro
Asp
Asp
Glu
Sex
105

Ser

Ser

Thr
TYY
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
Val
Ser
Lyse
34%
Glu
Phe
Glu
Phe
Cly

425
Tyr

Gly
Thr
Lys
Asp
90

Tyr
Ser
Lys
Tyr
Ser
170
Ser
Thr
Lys
Cys

Pro
250

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

277

Lye
Ser
Ser

75
Thr

TYp
Ala
Ser
Phe
155
Gly
Leu
YT
Lys
Pro
235
Lys
val
VL
Glu
His
315
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
395
Leu

val

Gln

Gly
YL
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Thr
140
Pro
val
Ser
Ile
val
220
Ala
Preo
Val
val
Gln
300
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
380

Tyr
Tyr
Phe

Lys

Leu
45

Asn
Asn
val
Phe
Thr
125
Ser
Glu
His
Ser
Cys
205
Glu
Pro
Lys
val
Agp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Glu
Gln
Thr
TyY
Asp
110
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

Trp
Lysa
Leu
Tyr
95

val
Gly
Gly
val
Phe
175
val
Val
Lys
Leu
Thr
255
Val
val
Ser
Leu
Rla
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

ser

val
Phe
yr
80

Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
vVal
val
Pro
400
Thr

Val

Leu

JH



Met Asp Asp
Lys Lys Arg

Arg Lys Glu

35

Ala Ala Thr
50

Ser Phe Tyr

65

Ala Glu Leu

Ala Pro Lys

Lys Ile Phe
115
Ser Arg Asn
130
Asp Cys Leu
145
Gly Ser Tyr

Ala Leu Glu

Phe Phe Ile
195
Gly His Leu
210
Ser Leu Val
225
Pro Asn Asn

Asp Glu Leu
Asp Gly Asp

275

«<210> 17
<211> 309
<212> PRT

Ser
Glu
20

Ser
Leu
Gln
Gln
Ala
100
Glu
Lys
Glin
Thy
Glu
180
TYr
Ile
Thr
Ser
Gln

260
val

Thr
Glu
Pro
Leu
val
Gly
Gly
Pro
Arg
Leu
Phe
165
Lys
Gly
Gln
Leu
Cys
245

Leu

Thr

<213> Mus musculus

<400> 17

Met Asp Glu
1

Ser Glu Lys

Gln Lys Glu
35
Leu Ala Ala
S0
Met Ser Leu
65
Arg Met Glu

Gly Ala Pro

Pro Arg Pro

115

Gln Gly Pro
130

Ser
Gly
Glu
Thr
Tyxr
Leu
Glu
100
His

Glu

Ala
5
Glu
Gly
Leu
Gln
Gln
85
Leu

Asn

Glu

Glu
Met
Ser
Leu
Ala
70

His
Leu
Pro
Ala
Ile
1s0
Val
Glu
Gln

Arg

Phe
230

TYL
Ala

Phe

Lys
Asp
Ala
Leu
Leu
70

Ser
Thr

Ser

Thr

Arg
Lys
val
Ala
55

Ala
His
Glu
Ala
Val
135
Ala
Pro
Asn
val
Lys
215
Arg
Ser

Ile

Phe

Thr
Met
Trp
Leu
55

Ala
Tyr
Ala

Ser

Glu
135

Glu
Leu
Arg
40

Leu
Leu
Ala
Glu
Pro
120
Gln
Asp
Trp
Lys
Leu
200
Lys
Cys
Ala

Pro

Gly
280

Leu
Lys
éhe
40

Ala
Ala
Arg
Gly
Arg

120
Gln

Gln
Lys
25

Ser
Leu
Gin
Glu
Ala
105
Gly
Gly
Ser
Leu
Ile
18%
Tyr
Val
Ile
Cly
Arg

265
Ala

Pro
Val
25

Gly
Leu
Leu
Gly
Val
105
Gly

Anp

Ser
10

Glu
Ser
Ser
Gly
Lys
a0

Pro
Glu
Pro
Glu
Leu
170
Leu
Thx
His
Gln
Ile
250
Glu

Leu

Pro
10

Gly
Ile
Leu
Gln
Ser
S0

Lys
His

Val

278

Arg
Cys
Lys
Cys
Asp
75

Leu
Ala
Gly
Glu
Thr
155
Ser
Val
Asp
val
Asn
235
Ala

Asn

Lys

Pro
Tyr
Cys
Ser
Ala
75

Ala

Leu

Leu
val
Asp
Cys
60

Leu
Pro
val
Asn
Glu
140
Pro
Phe
Lys
Lys
Phe
220
Met
Lys

Ala

Leu

Cys
Asp
Arg
Ser
60

Asp
Thr
Leu

Asn

Leu
140

Thr
Ser
Gly
45

Leu
Ala
Ala
Thr
Ser
125
Thr
Thr
Lys
Glu
Thr
205
Gly
Pro
Leu

Gln

Leu
285

Leu
Pro
Asp
45

Ser
Leu
Pro
Thr
Arg

125
Ser

Ser
Ile
30

Lys
Thr
Ser
Gly
Ala
110
Ser
Val
Ile

Arg

Thr
190

Tyr
Asp
Glu
Glu

Ile
270

Cys
Ile
30

Gly
Phe
Met
Ala
Pro
110
Arg

Ala

Cys
15

Leu
Leu
Val
Leu
Ala
95

Gly
Gln
Thx
Gln
Gly
175
Gly
Ala
Giu
Thr
Glu

255
Ser

Phe
15

Thr
Arg
Thr
Asn
Ala
85

Ala
Ala

Pro

Leu
Pro
Leu
Val
Arg
Gly
Leu
Asn
Gln
Lys

160
Ser

Tyr
Met
Leu
Leu
240
Gly

Leu

Cys
Pro
Leu
Ala
Leu
80

Ala
Ala

Phe

Pro

BV s



Ala Pro Cys Leu Pro Gly Cys

145

Met A

150

n Leu Arg Asn Ile Ile
165
Ser Asp Thr Pro Thr Ile Arg

180

Leu Leu Ser Phe Lys Arg Gly

195

Ile Val Val Arg Gin Thr Gly
210
Tyr Thr Asp Pro Ile Phe Ala

225

215

230

Val His Val Phe Gly Asp Glu
245
Ile Gln Asn Met Pro Lys Thr

260

Gly Ile Ala Arg Leu Glu Glu

275

Arg Glu Asn Ala Gln Ile Ser
290

Ala Leu

305

<210>
<21l>
<212>
<213>

«220>
<223>

<220>
«221>
<222>
<223>

«220>
<221>
<222>
«223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
223>

<220>
<221>
<2225
<223>

<220>
<221>
«222>
«223>

18
17
PRT

295

Lys Leu Leu

Secuencia Artificial

Antagonista

VARIANTE
1
X puede ser

VARIANTE
3
X puede ser

VARIANTE
S
X puede ser

VARIANTE
(7)...(12)
X puede ser

VARIANTE
14, 15
X puede ser

VARIANTE
(16) ... (16)
X puede ser

de BAFF

cualquier

cualguier

cualquier

cualguier

cualqguier

Arg His Ser

Gln Asp Cys
170
Lys Gly Thr
185
Asn Ala Leu
200
Tyr Phe Phe

Met Gly His

Leu Ser Leu

250

Leu Pro Asn
265

Gly Asp Glu

280
Arg Asn Gly

aminodcido

aminoacido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

Gln His
155

Leu Gln
Tyxr Thr
Glu Glu
Ile Tyr

220

Val Ile

235
Val Thr

Asn Ser
Ile Gln

Asp Asp
300

excepto

excepto

excepto

excepto

excepto

Agp Asp
Leu Ile
Phe val
190
Lys Glu
205
Sexr CGln
Gln Arg
Leu Phe
Cys Tyr
270
Leu Ala

285
Thr Phe

cisteina

cisteina

cisteina

cisteina

cisteina

Asn
Ala
175
Pro
Asn
vVal
Lys
Axrg
255
Ser

Ile

Phe

Gly
160
Asp
Trp
Lys
Leu
Lys
240
Cys
Ala

Pro

Gly



«220>

<221> VARIANTE

<222> (17)...(17)

<223> X puede ser cualgquier aminodcido excepto cisteina

<400> 18

Xaa Cys Xaa Asp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
1 S 10 15

Xaa

<210> 18

<211> 17

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223 Secuencia de FSrmula 1

<400> 18

Glu Cys Phe Asp Leu Leu val Arg Ala Trp Val Pro Cys Ser Val Leu
1 5 10 15

Lys

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de Férmula 1

<400> 20

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg His Trp Val Pro Cys Gly Leu Leu
1 S 10 15

Arg

<«210» 21

<211> 17

<212> PRT

<213»> Secuencia Artificial

220>
<223s» Secuencia de Férmula 1

<400> 21

Glu Cys Phe Asp Leu Leuw Val Arg Arg Trp Val Pro Cys Glu Met Leu
1 5 10 18

Gly

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<313i> Secuencia Artificial

280

Ay



<220>
<223> Secuencia de Fdrmula 1

<400> 22

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg Ser Trp Val Pro Cys His Met Leu
1 5 1¢ 15

Arg

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de Fdérmula 1

<400> 23

Glu Cys Phe Asp Leu Leu val Arg His Trp Val Ala Cys Gly Leu Leu
1 5 10 15

Arg

«210> 24

<211> 1leée

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<223> Secuencia de Fdrmula 1

<400> 24
Gln Cys Phe Asp Arg Leu Asn Ala Trp Val Pro Cys Ser Val Leu Lys
1 S i0 is

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Pérmula II de antagonista de BAFF

<220>

<221> VARIANTE

«222> (1)...(1)

<223> X puede ser cualquier aminodcido excepto cisteina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)...(3)

<223> X puede ser cualquier aminodcide excepto cistefina

<220>
221> VARIANTE

<2225 (5}...(5)
<223> X puede ser cualguier aminodcido excepto cisteina

281

Uls



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
«221>
<222>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

VARIANTE
(8)...(9
X puede ser cualqguier

VARIANTE
(14)...(15)
X puede ser cualquier

VARIANTE
(17) ...{(17)
X puede ser cualquier

25

Xaa Cys Xaa Asp Xaa Leu Val

1
Xaa

210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

26

184

PRT

Homo sapiens

26

Met Arg Arg Gly Pro Arg Ser

1

5

Thr Pro Cys Val Pro Ala Glu

20

val Ala Cys Gly Leu Leu Arg

35

Ser Ser Pro Ala Pro Arg Thr

50

55

Ala Gly Ala Gly Glu Ala Ala

65

70

Ala Pro Ala Leu Leu Gly Leu

85

Gly Leu Val Ser Trp Arg Arg

100

Ser Ala Glu ARla Pro Asp Gly

115

Lys Val Ile Ile Leu Ser Pro
130 135
Trp Pro Pro Pro Gly Glu Asp

145

150

val Pro Val Pro Ala Thr Glu

165

Lys Thr Ala Gly Pro Glu Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

180

27

26

PRT

Secuencia Artificial

Mini-BR3

aminodcido exceptc cisteina

aminodcido excepto cistelina

amincdcido exceptoc cisteina

Xaa Xaa Trp Val Pro Cys Xaa

Leu

Cys
Thr
40

Ala
Leu
Ala
Arg
Asp
120
Gly
Pro
Leu

Gln

Arg
Phe
25

Pro
Leu
Pro
Leu
Gln
105
Lys
Ile
Gly

Gly

10

Gly
10

Asp
Arg
Gln
Leu
val
90

Arg
Asp
Ser

Thr

Ser
170

282

Arg
Leu
Pro
Pro
Pro
75

Leu
Arg
Ala
Asp
Thr

155
Thr

Asp
Leu
Lys
Gln
60

Gly
Ala
Leu
Pro
Ala
140

Pro

Glu

Ala
Val
Pro
45

Glu
Leu
Leu
Arg
Glu
125
Thr

Pro

Leu

Pro
Arg
30

Ala
Ser
Leu
Val
Gly
110
Pro
Ala
Gly

vVal

Xaa
15

Ala
15

His
Gly
Val
Phe
Leu
95

Ala
Leu
Pro
His

Thr
175

Leu

Pro
Cys
Ala
Gly
Gly
80

Val
Ser
ASp
Ala
Ser

160
Thr

Wi



<400> 27

Thr Pro Cys Val

1

Val BRla Cys Gly

<210>
<211>
«<212>
<213>

<220>

223>

<4Q0>

28

213
PRT
Secuencia

28

Asp Ile Gln

1
Asp

His
Ala
Gly
65

Asp
Phe
Ser
Ala
val
145
Ser
Thr

Cys

Asn

<210>
<Z211>
<212>
<213 >

Arg

Trp
Pro
50

Ser
Phe
Gly
val
Ser
130
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
210

<220>

«223>

<400> 29

29

452
PRT
Secuencia

Val

Tyr
as

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
115
val
Trp
Thr
Thr
val

185
Gly

20

Regidn de

Met
Thr
20

Gin
Asn
Thr
Thr
Gly
Lo0
Ile
val
Lys
Glu
Leu
180
Thr

Glu

Reglién de

Glu val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Asqn Met His Trp

35

Pro Ala Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg His Cys

5

10

Leu Leu Arg Thr Pro Arg

Artificial

cadena liviana de Hu2H7.

Thr
Ile
Gln
Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
Gln
165
Ser
His

Cys

Gln
Thr
Lys
Ala
Phe
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp

150
Asp

Lys

Gln

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys
val
Pro
Leu
138
Asn
Ser

Ala

Gly

Artificial

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

25

Ser
Ala
25

Lys
Val
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

Ser Leu
10
Ser Ser

Ala Pro
Pro Ser

Ile Serx
75

Trp Ala

90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser
155

Ser Thr

170

Glu Lys

Sex Pro

cadena pesada de hu2H7.v138

val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

5

10

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr

25

val arg Gln ARla Pro Gly Lys

40

283

v1i3g

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser
Phe
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

Val
Thr

Cly

Ala
Val
Pro
45

Phe
Leu
Asn
val
Lys
125
Arg
Asn
Ser
Lys

Thx
205

Gln
Phe

Leu
45

15

Ser Val
15

Sexr Tyr

30

Leu Ile

Ser Gly
Gln Pro

Pro Pro
95

Ala Ala

110

Ser Gly

Glu Ala
Ser Cln

Leu Ser
175

val Tyr

190

Lys Ser

Pro Gly
15

Thr Ser

30

Glu Trp

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Gly
Tyr

val

7



Gly
Lys
Leu
Ala
Gly
Ser
Ala
145
val
Ala
val
His
Cys
225
Gly
Met
His
Val

Tyr
305
Gly
Ile
val
Ser
Glu
ags
Pro
Val

Met

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Ala
50

Gly
Gln
Arg
Gln
Val
130
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Ala
TYyTr
Leu
370
Trp
val
Asp
Hisg

Pro
450

<220>»

<223

30

213
PRT
Secuencia

Ile
Arg
Met
val
Gly
115
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
1588
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
val
Glu
Ala
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

Tyr
Phe
Asn
val
100
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
aAla
val
Tyr
Thr

340
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
420

Ala

Lys

Secuencia

Pro
Thr
Serxr
85

Tyr
Leu
Leu
Cys
Ser
165
Ser

Ser

Asn

Val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405
Arg

Leu

Gly
Ile

70
Leu

Tyr
val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
val
Thr
val
310
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
390
Asp

Trp

His

Asn
55

Ser
Arg
Ser
Thr
Pro
138
val
Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly

Gln

Asn

artificial

Gly
Val
Ala
Ala
Val
120
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
200
val
Pro
Phe
val
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Ala
Asp
Glu
Ser
105
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
val
Ser
Lyse
345
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Thr
Lys
Asp
99

Tyr
Ser
Lys
Tyr
Ser
170
Ser

Thr

Lys

Pro
250
Cys

Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

Ser
Ser
75

Thr
Trp
Ala
Ser
Phe
155
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys
vVal
Tyr
Glu
His
315
Ala
Gln
Met
Pro
ASn
395
Leu

val

Gln

Tyr
&0

Lys
Ala
Tyr
Ser
Thr
140
Pro
val
Seryx
Tle
Val
220
Ala
Pro
val
Val
Gln
300
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
380

Tyr
Tyr
Phe

Lys

Asn
Asn
Val
Phe
Thr
125
Ser
Glu
His
Ser
Cys
205
Glu
Pro
Lys
val
Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

de cadena liviana de 2H7 humanizade

284

Gln
Thr
Tyr
Asp
110
Lys
Gly
Pro
Thr
val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

Lys
Leu
TyY
95

Val
Gly
Gly
Val
Phe
175
Val
val
Lys
Leu
Thr
255
Val
vVal
Ala
Leu
Ala
338
Pro
Gln
ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

Phe

Tyr
80

Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
val
Vval
Pro
400
Thr

Val

Leu

U



<400> 30

Asp
1
Asp
His
Ala
Gly
65
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser
Thr
Cys

Asn

<210>
<211>
<2125
<213>

Ile
Arg
Trp
Pro
S0

Ser
Phe
Gly
val
Ser
130
Gln
val
Leu

Glu

Arg
210

<220>

<223>

<400> 31

31

452
PRT
Secuencia

Gln

Val

VY
35

Ser
Gly
Ala

Gln

Met
Thr
20

Gln
Asn
Thr
Thr

Gly

- 100

Phe
115
val
Trp
Thr
Thr
Val

195
Gly

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Asn
Gly
Lys
65

Leu
Ala
Gly
Ser
Ala

145
Val

Met
Ala
50

Gly
Gln
Arg
Gln
val
130
Ala

Ser

His
35

Ile
Arg
Met
val
Gly
115
Phe

Leu

Trp

Ile
val
Lys
Glu
Leu
180

Thr

Glu

Regién de

Leu
Leu
20

Trp

Tyx

Phe

val
100
Thr
Pro

Gly

Asn

Thr
Ile
Gln
Leu
Asp
Tyr
BS

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
165
Ser
His

Cys

Gln
Thx
Lys
Ala

Phe
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp

Lys

Gin

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys
Val
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Artificial

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

Ser
Ala
25

Lys
val
Thr
Gln
Ile
108
Asp

Asn

Leu

Tyx
185
Ser

Ser
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
S0

Lys
Glu
Phe
Gln
Sex
170
Glu

Ser

Leu
Ser
Pro
Ser
Ser
75

Ala
Arg
Gln
Tyx
Ser
155
Thr

Lys

Pro

cadena pesada de 2H7.V5311

val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Sexr
85
Tyx
Leu
Leu

Cys

Ser
165

Glu

Arg
Gly
Ile

70
Leu

Tyr
Val
Ala
Leu

150
Gly

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arg
Ser
Thr
Pro
135
Val

Ala

Gly
Ala
Ala
40

Gly
val
aAla
Tyr
Val
120
Ser

Lys

Leu

Gly
Ser
25

Pro
Ala
ABp
Glu
Arg
105
Ser
Ser

Asp

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Tyr
Ser
Lys
Tyr

Serxr
170

285

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser
75

Thr
Trp
Ala
Ser
Phe

155
Gly

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser
Phe
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyx
Ser
Thr
140

Pro

Val

Ala
Val
Pro
45

Phe
Leu
Asnh
val
Lys
125
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn
Val
Phe
Thy
125
Ser

Glu

His

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
val

190
Lys

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Agp
110
Lys
Gly

Pro

Thr

val
15
Tyr

Iie
Gly
Pro
Pro
95

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyr

Ser

Gly
15
ser

Trp
Lys
Leu
Tyr
95

Val
Gly
Gly

val

Phe
175

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Gly
Tyr
val
Phe

Tyr
80

Cys
Trp
Pro

Thr

Thr
160
Pro

U9



Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
180
Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
195 200
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val
210 215
Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
225 230
Gly Gly Pro Ser VvVal Phe Leu Phe
245
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val
260
His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
275 280
val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
290 295
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
305 310
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
325
ile Ala Ala Thr Ile Ser Lys Ala
~ 3490
Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
355 360
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys CGly
370 3758
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
385 390
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
405
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
420
Met His Glu Ala Leu His Asn His
4135 440
Ser Pro Gly Lys
450

<210> 32

<211> 107

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220
<223> Regidn variable de cadena

<400> 32
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg vVal Thr Ile Thr Cys Arg
20
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly
50 55
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70
Asp Phe Aala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
100

TYY
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
val
Ser
Lys
345
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Ash

Thr

liviana

Ser
Ala
25

Lys
Val
Thx
Gln

Ile
106

Ser
10

Ser
Ala
Pro

Ile

Tzp
90
Lys

286

Leu
Tyr
Lys
Pro
2315
Lys
Val
Tyr
Glu
His
315
Ala
Gln
Met
Pro
Asn
385
Leu

Val

Gln

de anticuerpo 2H7 humanizado

Leu
Ser
Pro
Ser
Ser
75

Ala

Arg

Ser
Ile
Val
220
Ala
Pro
vVal
Val
Gln
300
Gln
Alz
Pro
Thr
Serx
380
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser

Phe

Ser

Cys
205
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp

Lys

‘Ser

Ser

Ser
445

Ala
vVal
Pro
45

Phe

Leu

Asn

val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Rsn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

Sser
Ser
30

Leu
Ser
Gln

Pro

Val

val

Lys-

Leu
Thr
2565
Val
val
Ala
Leu
Ala
135
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

val
15

Tyr
Ile
Gly

Pro

Pro
95

Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
Vval
val
Pro
400
Thr
Val

Leu

Gly
Leu
TYTr
Ser
Glu

80
Thr

U206



<210> 33
«211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

«223> Regidn variable de cadena

<400> 33

Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Asn Met His
35
Gly Ala Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Val
Gly Gln Gly
115

<210> 34
<211> 356
<212> PRT

Leu

Leu
20
Trp

Tyr
Phe
Asn
Val

100
Thr

<213> Secuencia

<220>

val
5
Ser
Val
Pro

Thr

Ser
85

YT

Leu

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
7Q

Leu
Tyr

val

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arg

Ser

Thr

Artificial

Cly
Ala
Ala
40

Gly
Val
Ala

Ala

Val
120

pesada de anticuerpo 2H7 humanizado

Gly
Ser
25

Pro
Ala
Asp
Glu
Ser

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Tyr

Ser

<223> Dominio variable de cadena pesada

<400> 34

Glu Val Glan Leu val Glu

1
Ser Leu Arg

Asn Met His
35
Gly Ala Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Val

Gly Gln Gly
115
Ser Val Phe
130
Ala Ala Leu
145
Val Ser Trp

Ala Val Leu

Leu
20
Trp

TYyr
Phe
Asn
Val
100
Thr
Pro
Gly
Asn

Cln
1890

s
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr
Leu
Leu
Cys
Ser

185
Ser

Cys
Arg
Cly
Ile

70
Leu

Tyx

Val

Ser
Ala
Gln
Agn
585

Ser
ATg
Ser
Thr
Pro
135
Val
Ala

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Gly
val
Ala
Ala
Val
120
Ser
Lys

Leu

Leu

Gly
Ser
25

Pro
Ala
Asp
Glu
Ser
105
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyr
185

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Tyr
Ser
Lys
Tyr
Ser

170
Ser

287

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser
75

Thr

Trp

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

TYTr

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn

val

Phe

Pro Gly Gly

Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyxr

Asp
110

15
Ser

Trp
Lys
Leu
TYyr

95
Val

de 2H7 humanizado

Leu
TYy®
Lys
Ser
Ser
75

Thr
Trp
Ala
Ser
Fhe
155

Gly

Leu

val
Thr
Gly
TYyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Thr
140

Pro

Val

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn
Val
Phe
Thr
125
Ser
Glu
His

Ser

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyx
Asp
110
Lys
Gly
Pro

Thr

val
190

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Leu
TYyr
95

val
Gly
Gly
val
Phe

175
val

Tyr
val

Phe

Tyr
80
Cys

Trp

Gly
Tyr
vVal

Phe

Tyr
80

Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160

Pro

Thr



Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195 200 )
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
210 215
Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
225 230
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245 250
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
260 265
His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
275 280
Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
280 285
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
305 310
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
32s 130
Ile Ala ala Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340 345
val Tyr Thr Leu
ass

<210> 35

<211> 10

212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 2H7 CDR1

<220=>

<221> VARIANTE

<222> 9

<223> Xaa s Cualquier aminodcido

<400> 35
Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Xaa His
1 5 10

<210> 36

<211> 9

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 2H7 CDR3

<220>

<221> VARIANTE

«222> 4

«223> Xaa = Cualquier amincacido

<400> 36
Gln Gln Trp Xaa Phe Asn Pro Pro Thr
1 5

288

Tyr
Lys
Pro
235
Lys
val
Tyr
Glu
His
115
Lys

Gln

Ile
Val
220
Ala
Pro
vVal
val
Gln
300
Gln
Ala

Pro

Cys
205
Glu
Pro
Lys
val
Asp
285
Tyr
Asp

Leu

Arg

Asn
Pro
Glu
AsSp
Asp
270
Gly
Asn
Trp

Pro

Glu
350

Val
Lys
Leu
Thr
255
Val
Val
Ala
Leu
Ala

335
Pro

Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320

Pro

Gln



Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu

20
Thr

<210> 37
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> 2H7 CDR2
<220>
<221> VARJIANTE
«222> 8
<223> Xaa = Cualquier amincicido
<400> 37
Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Xaa Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 i5
Gly
<210> 38
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
«223> 2H7 CDR3
<220>
<221> VARIANTE
<222> 6, 7
<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<400> 318
Val val Tyr Tyr Ser Xaa Xaa Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10
<210> 39
<211 197
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Dominio variable de cadena liviana de 2H7 humanizado
«<400> 39
Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Sexr Tyr
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pr¢ Leu Ile
35 40 45
Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ala Phe Asn Pro Pro
85 S0 95
Phe Gly Gln Cly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105
289

uds



<210> 40

<211l> 122
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominic variable de cadena pesada

<400> 40

Glu
1
Ser
Asn
Gly
Lys
€5
Leu

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Arg

Gln

<220>

<223>

<400> 41

Glu
1
Ser
Asn
Gly
Lys
65
Leu
Ala
Gly
Ser
Ala

145
Val

Ala

val
Leu
Met
Ala
S0

Gly
Gln
Arg
Gln
Val
130
Ala

Ser

Val

41

451
PRT
Secuencia

Gln
Arg
His
35

Ile
Arqg
Met

Val

Gly
115

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
val
Gly
115
Phe
Leu

Trp

Leu

Leu
Leu

20
Trp

Tyr
Phe
Asn
Val

100
Thr

Leu

Leu
20

Trp
Tyr
Phe
Asn
val
100
Thr
Pro
Gly

Asn

Gln
180

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Tyr

Leu

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile

70
Leu

val

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arg

Ser

Thr

Artificial

Val
5
Ser
val
Pro

Thr

Ser
85
Tyr

Leu
Leu
Cys
Ser

165
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
TyT
val
Ala
Leu
150
Gly

Ser

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arqg
Ser
Thr
Pro
135
val

Ala

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Val
Ala
TYY

val
120

Gly
Ser
25

Pro
Ala
ASp
Glu
Arg

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Lys

Asp
90
Tyr

Ser

Dominio variable de cadena pesada

Gly Gly Gly

Ala
Ala
40

Gly
val
Ala
Tyr
val
120
Ser
Lys

Leu

Leu

Ser
25

Pro
Ala
Asp
Glu
Arg
1085
Ser
Ser

Asp

Thr

Tyr
185

10
Gly

Gly

Thr

Ser
Lys
Tyr
Ser

170
ser

290

de 2H7 humanizado

Leu

Lys
Ser
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu

45
Agn

val

Phe

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
YT

Asp
130

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Leu
Tyr

95
Val

de 2H7 humanizado

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser
75

Thr
Trp
Ala
Ser
Phe
155
Gly

Leu

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
TYx
Ser
Thr
140
Pro

Val

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn
Val
Phe
Thr
125
Ser
Glu
His

Sex

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyx
Asp
110
Lys
Gly
Pro

Thr

Val
190

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Leu
Tyr
95

val
Gly
Gly
val
Phe

175
val,

Gly
Tvr
val

Phe

Tyr
80
Cys

Trp

Gly
Tyr
vVal
Phe
Tyr
Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160

Pro

Thr

1,3}4



val
His
Cys
225
Gly
Met
His
Val

Tyr
305
Gly
Tie
Val
Ser
Giu
385
Pro
Val
Met

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Ala
Tyr
Leu
370
Trp
Val
Asp
His

Pro
450

<220>

«223>

<400>

Glu
1
Ser
Agn
Gly
Lys
65
Leu

Ala

Gly

val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln

Arg

Gln

a2

481
PRT
Secuencia Artificial

42

Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
Val
Glu
Ala
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

Gln
Arg
His
358

Ile
Arg
Met

Val

Gly
115

Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
Ala
Val
YT
Thr
340
Leu

cys

Ser

Ser
420
Ala

Leu

Leu
20

Trp
Tyr
Phe
Asn
Val

100
Thr

Ser
Asn
His
val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Agn
Ser
408

Arg

Leu

val
5

Ser

Val

Pro

Thr
Ser
85

TYyr

Leu

Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
val
Thx
Val
310
Cys
Sex
Pro
val
Gly
350
Asp

Trp

His

Glu
Cys
Arg
Cly
Ile
70

Leu

TyYr

Val

Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly
Gln

Asn

Ser
Ala
Gln
Asn
55

Ser
Arg

Ser

Thy

Thr
200
val
Pro
Phe
Val
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Val
Ala

Asn

val
120

Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
Val
Ser
Lvs
345
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Gly
Ser
25

Pro
ASp
Asp
Glu
Ser

105
Ser

Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

Dominio variable de cadena pesada

Gly
10

Gly
Cly
Thr
Lys
ABp
90

Tyx

Ser

291

Tyr
Lys
Bro
235
Lys
Val
Tyr
Glu
His
315
Ala
Gln
Met
Pro
Asn
39%
Leu

Val

Gln

Ile
Val
220
Ala
Pro
Val
val
Gln
300
Gln
Ala
Pre
Thr
Ser
380
TYY
Tyx

Phe

Lys

Cys
205
Glu
Pro
Lys
val
Asp
285
Tyx:
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pre
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

val
Lys
Leu
Thr
258
Val
Val
Ala
Leu
Ala
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

de 2H7 humanizado

Leu

Tyr

Ser
Ser

75
Thr

Trp

Ala

val
Thr
Cly
TvE
60

Lys
Ala
Tyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Asn
Asn
Val

Phe

Thr
125

Pro
Thr
30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110
Lys

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Leu

Tyr
95
Val

Gly

Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
val
Val
Pro
400
Thr

val

Leu

Gly
Tyx
Val
Phe
Tyr
80

Cys

Trp

Pro



Ser
Ala
145
val
Ala
val
His
Cys
225
Gly
Met
His

Val

TYY
05
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
3185
Pro
val

Met

Ser

<210>
<211>
<212
<213>

Val
130
Ala
Ser
val
PYO
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
Hig
290
Arg
Lys
Ala
Tyr

Leu
370

Trp
val
AsSp
His

Pro
450

<220>

<223>

<400> 43

Glu
1
Ser
Asn

Gly

Val

Leu

Met

Ala

50

43

451
PRT
Secuencia Artificial

Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
2758
Asn
Val
Glu
Ala
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

Gln

Arg

His
35
Ile

Pro
Gly
Asn
Gin
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

420
Ala

Leu

Leu
20
Trp

TYT

Leu
Cys
Ser
165
Ser
Ser
Asn
His
Vval
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405

Arg

Leu

Val Glu Ser

5

Ser Cys Ala
Val Arg Gln

Pro Gly Asn

Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Fro
Val

Thr

Val
310
Cys

Ser
Pro
val
Gly
390
Asp

Trp

His

Pro
135
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly

Gln

Asn

55

Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
200
val
Pro
Phe
val
Phe
280
Pro
Thr
val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Gly
Ala
Ala

40
Gly

Ser
Asp
Thr

Tyr
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
val
Ser
Lys
348
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Gly
Ser
25

Pro

Ala

Lys

Tyr
Ser
170
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Gliu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

Dominio variable de cadena pesada

Gly
10

Gly
CGly

Thr

292

Ser
Phe
155
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys
Val
Tyx
Glu
His
315
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
395
Leu

Val

Gln

Thr
140
Pro
Val
Ser
Ile
val
220
Alza
Pro
Val
val
Gln
300
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
380
TYT

Phe

Lys

Ser
Glu
His
Ser
Cys
205
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
285
TyY
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Gly
Pro
Thr
Val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
CGly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

Cly
val
Phe
175
Val
val
Lys
Leu
Thr
255
Val
Val
Bla
Leu
Ala
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

de 2H7 humanizado

Leu
Tyr
Lys

Ser

val

Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Asn

(3¢]

Pro
Thr
30

Glu

Gln

Gly
15

Ser
Trp

Lys

Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
320
Pro
Gln
Val
Val
Pro
400
Thr
Val

Leu

Gly
Tyr
vVal

Phe

o 26



Lys
65

Leu
Ala
Gly
Ser
Ala
145
Val
Ala
val
His
Cys
225
Gly
Met
His
val

Tyr
305
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
igs
Pro
val

Met

Ser

Gly
Gln
Arg
Gln
vVal
130
Ala
Ser
val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Ala
TYTr

Leu
370
Trp

val
Asp
His

Pro
459

Arg
Met
val
Gly
115
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
Val
Glu
Ala
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

Phe
Agn
Val
100
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
180
Ser
Ser
Thx
Ser
Arg
260
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

420
Ala

Thr
Sex
8BS

Tyr
Leu
Leu
Cys
Ser
165

Ser

Ser

His
val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405
Arg

Leu

Ile
70
Leu

Tyr
Val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
Val

Thr

val
310

Cys
Ser
Pro
val
Gly
3%0
Agp

Trp

His

Ser
Arg
Ser
Thr
Pro
135
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
378
Gln
Gly
Gln

Asn

Val

Ala

val
120
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
200
val
Pro
Phe
Val
Phe
280
Pro
Thr
vVal
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

Asp
Glu
Arg
105
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyr
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
345
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Lys
Asp
90

TyTr
Ser
Lys
Tyr
Ser
170
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Agn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

293

Ser
75

Thr
Trp
Ala
Ser
Phe
155
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys

val

Glu
His
315
Ala
Gln
Met
Pro
Asn
3985

Leu

Val

Gln-

Lys
Ala
Tyr
Ser
Thr
140
Pro
val
Ser
Ile
vVal
220
Ala

Pro

val

“Val

Gln
300
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
380

Tyr
Tyr
Phe

Lys

Asn
Val
Phe
Thr
125
Ser
Gluy
His
Ser

Cys
205
Glu
Pro
Lys
Val

Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Thr
Tyr
Asp
110
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr

Lys

Cys
430

Leu

Leu
Tyr
95

Val
Gly
Gly
vVal
Phe
175
Val
Val
Lys
Leu
Thr
255
val
Val
Ala
Leu
Ala
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

Tyr
80

Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
val
Val
Pro
400
Thr

Val

Leu



W02007/059188 PCT/US2006/044290

Figural

Aleatoracion _ Pericds de ratamiento Porixdo dp

ko . [ . pout .
DRAAD B — w1 tatamero

L ST PR S Y]

.« % )
.

i

]

Visitas cada |

i

1

- M 'Y
Metotrexatn [ Rituximab + MTX .
(MTXjporz3 = {Grupo A) n=300 ,
meyes )
N\ Placebo » MTX
as

e ! - (Grupo By n=200 2 meses

Deleccion -t Dia Dia 32m Sem Sem Sem Sem Sem oo
1 15 4 & 12 16 20 24 Whes 24
) . Terapia de rescats :
‘ Rauximab ¢ intusidn de ptacabo P L
®  visita clinga ' Grupo A Rituximah + MTX

; . . . Arinn  Fstdnidgr da roradin
% Punto de lismpo de elicacia pranana — r————




WO02007/059188 PCT/US2006/044290

Figura 2

Repuestos de ACR a los 6meses (ITT)
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Figura 4

Cambios en DAS28 a los 6 meses (ITT)
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Figura 7
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Figura 9

Cambio de porcentaje en la calificacion de ACR a los 6 meses (ITT)
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12

Factor Reumatoide Total (ITT)

)
£
2
L4
h=
k=]
@
=
w
14

Semanas

12

— Piacebo (n=201)
—— Rituximab (n=298})

V329



WO2007/059188 PLTIUS2006/044290

Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 35
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Figura 38

32
DI QI‘I'I‘QSPSSLSASVGDRVTI'I‘CRASSSVSWYQQKPGXAPKPLIYAP
*

f*i**it'*liﬁt*tliitiitt*tt!‘i‘.#**t*

SNIASGV'PSRFSGSGSG‘I’DPTL‘I‘ISSLQPEDFATYYCQQHSFNPPTF

ittt*i'lttft*t*ititi*itﬁiﬁtt!i*if.t'tttt t'ttiittt

SNLASGVPSRFSGSGSGTDPTLTISSLQPEDFATYYCQQWAFNPPTFGQG

NALQSGNSQBSVTEQDSIQJS‘I'YSLS STL'I’LSRADYEKHKWACEVTHQGL

'h'*ﬁ*i*.tiithtit'tittttit'lfﬁ.fﬁ'ttiitittt**'*'ﬂﬁ

NALQSGNSQESV'I‘EQDSKDSTYSLS S’I'LT_LSKADYEKHKVY

202 214

88

ii*ﬁitii*"*h

SSPVTKSYRRGEC

26k



WOQ2007/059188

hu2#7.v16
hu2H7.v511

hu2H7.v16
hu2H7.v511

hi2H7-..v16
hu2H7.v511

hu2H?7.vl6

hu2H7.v511

hu2H7.vlé
hu2H7.v511

hu2H7.v16
hu2H7.v511

hu2H7.v1é

hu2H7 .v511

hu2H7.v16
hu2H7.v511

hu2H?.vle
hu2H7,.v51l

hu2H?7.v1lé

hu2H7.v511

hu2H7.v16

hu2H7.v511

PCT/US2006/044290

Figura 39
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Figura 40

Fig. 40A Dominio de cadena liviana variable 2117.¥114 Humuanizado

DIQMTQ SPSSISASVGDRVTTTCRASSSVSYLHWYQQKPGKAPKPUYAPSNLASGVPSRFSGS(
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQWAFNPPTFGQGTKVEIKR

Fig. 408 Duminie de cadena pesada variable 2117.v114 Humanizado

EVQLVESGGGLVQPGGSLBLSCAASGYTFFSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAW?GNGATSYM
FKGRFTIS VDKSKNTLYLQMNSLRABDTAVYYCARWYYSASYWYFDVWGQGH.VTVSS

Fig. 40C Cadena pesada de longitud total 2H7.v114 Humanizado

EVQLVESGGGLVQFGG'SL.RLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGNYPG;NG
ATSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARVWYYSASYWYFOVWGQG
TLWVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCOKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPWKFWEVHNNKP
REEOYNATYRWSVLWLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAI;IAAHSKAKGQPREPQWTL |
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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g2. -00000-0000
8.0541 UECREAGION! 22

- 2008-05-28 15:52:24 _Dap. 2020 NU
Fr‘.:aCh :iZPATENTEW\n cve: 378 FASENACIONALl =14

Act. 411 PRESENTACION Folios: 474

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ 1]
«+ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [X]
+ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ X]
¢ Descripcion de la invencion [X]
+ Dibujos de ser estos pertinentes [ 1}
+ Comprobante de pago de las tasas establecidas [X]
COMPLETA [X] INCOMPLETA []

DISENO INDUSTRIAL [ ]

+ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio industrial [ ]

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

+ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ ) INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado |

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica del esquema trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

p— —

> & &

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

Tt Negorro

Firma Responsable

~
Fecha Z&’O\JO% Carrera 13 No. 27-00 Piso 5.7y 10
Conmutadoer: 382 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SiC.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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Doctor (&)

LLOREDA RICAUKRTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
HOFFMANN-LA ROCHE AG.

BICGEN IDEC INC

GENENTECH 1INC

REFERENCIA Radicacidn No. 8 54162
Solicitud internacional PCT/EP2006/044250
¥echa inicio fase nacional 15/06/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430
Oficio ¥No. - ‘-'8327

Cowmo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DNDecisién 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cocperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del
derechc a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k}
Decisidn 485.

EFp cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se le
regquiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiente, 1la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn,

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

RLYX CARRMENZA CLSPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisidén de Nuevas Creaciones

El apterior regquerimiento fue notificado por. fijacién en lista de

fecha_‘,,,‘wqgiszJUN.20&3
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