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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT
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1| (12) TIPO DE SOLICITUD (F;zﬁei:j(leoc:e invencion E z:t;?:; d“e Modelo de Utilidad
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/ US2012/036072 Fecha 02.05.2012
Publicacién Internacional No. WO 2012/151248 Fecha 08.11.2012

3 l (54) TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios méximos)

FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-a4B7

4 I CLASIFICACION INTERNACIONAL (51) CIP

~ A81P 1/00

1@ SOLICITANT“ (S)

/ ’Esta pe :”’on”"‘tamblen es mventor

- Para datos adicionales utilizar ho;a de lnformauén complementana

3 AP=ELLIDOS o RAZON soc!

= NOMBRE

IDENTIFICACION

.- TIPO

No. TELEFONO .

(72) INVENTOR (ES)

Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. DILUZIO Willow Estadounidense
2. TRUONG Nobel T Estadounidense
3. VARGA Csanad M. Estadounidense
4. PALANIAPPAN Vaithianathan Estadounidense
5. BROWN Jason Estadounidense
“IRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1 Estados Unidos de América | Massachusetts Westford 7 Fernwood Drive
2 Estados Unidos de América | Massachusetts Milford 26 Stailbrook Road
3 Estados Unidos de América Massachusetts Cambridge 95 Jackson Street
4 Estados Unidos de América | Massachusetts Andover 7 Spruce Circle
5 Estados Unidos de América | Massachusetts Burlington 10 September Lane

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

|E Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9

(74)

] REPRESENTANTE

APODERADO

APELLIDOS
PATINO BONNET

NOMBRES
MAURICIO

IDENTIFICACION
C.C.11.342699 T.P.73583

DIRECCION
CIUDAD Bogota D.C.
PAIS COLOMBIA

Carrera 9 Nimero 74 — 08 Oficina 402

E-MAIL

No. TELEFONO

3268600

patmarks@prietocarrizosa.com

No. DE PROTOCOLO EN LA OFICINA
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10 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD [XISI [JNO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NOMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
1. Estados Unidos de América us 61/481,533 2011.05.02
2. Estados Unidos de América Us 61/550,545 2011.10.24
3. Estados Unidos de América Us 61/585,859 2012.01.12
11 DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

O sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado 0 nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12

DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

s XINO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizaciéon de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o nimero
de registro expedido por la Autoridad competente.

13

REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

Osi X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios economicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se
refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequeias y medianas empresas | Universidades publicas o privadas Entidades sin animo de lucro

[ Copia simple de la declaracién de renta | [ ] Copia acto de reconocimiento [[] Copia de registro vigente en Camara de
del afio inmediatamente anterior, 0 en su institucional emitido por el Ministerio de |{comercio.

defecto prueba documental idénea. Educacion. Acreditacidén Colciencias. [0 Hoja de informacion complementaria.
7] Documento de constancia de [ Otros, especificar

cumplimiento con lo establecido en la ley

905 de 2004.

14

AUTORIZACION DE NOTIFICACION ENLINEA []SI [XINO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de

internet.
: Fecha® : 2
Fecha: ﬂh\
- DR ]

MAURICIO PATINO BONNET (Apoderado)

17 | ORDEN Y RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPANAN LA SOLILITUD
Documentaciéon Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano
1. [X Descripcion N° de folios: 180 9. [ Poderes, si fuera el caso. . ,
2. [X Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 36 10. X 5;;?{:;’2%1”;‘23’8”;?;3 pruebe fa cesion del inventor al
. . - / -] H : . : .
3. X Dibujos ylo figuras N* folios: 10 11. [] Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
4 X Resumen. . o derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [0 Certificado de depésito de material biologico si 12. [J Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
fuera el caso. _ Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
6. [X Listado de secuencias de nucleétidos y/o caso.
aminoacidos en forma digital si fuera el caso. 13. X Documento que acredita la existencia y representacion legal,
7. [ Arte final 12 x 12. cuando el solicitante es persona juridica.
8. [ Anexo formato digital. 14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

15. [] Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

16. [J Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.

17. X Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

18. [X] Sustitucion de poder.

P102-F06 vr1 (2012-03-09)
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NUMERO DE RADICACION
1 | (12) TIPO DE SOLICITUD
X Patente de invencién
FECHA DE PRESENTACION
[] Patente de Modelo de Utilidad
4 | (71) SOLICITANTE (S)
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
5 | DATOS DEL SOLICITANTE
PAIS DE RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
3.
4.
TELEFONO FAX E-MAIL NACIONALIDAD
2.
3.
4.
6 | (72) INVENTOR (ES)
APELLIDOS NOMBRE NACIONALIDAD
6. FOX Irving H. Estadounidense
7. SCHOLZ Catherine Estadounidense
8.
9.
10.
o
12,
7 | DATOS INVENTOR (ES)
DIRECCION CIUDAD DEPARTAMENTO/ESTADO PAIS RESIDENCIA
6. 111 Livingston Road Wellesley Massachusetts Estados Unidos de América
7. 1 Nashua Street Woburn Massachusetts Estados Unidos de América
8.
9.
10.
11.
12.
9 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD
PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS NUMERO FECHA (AAAA/MM/DD)
4.
5.
6.
7.
8.
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10.
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FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-a4p7

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficioc de la Solicitud
Provisional de Estados Unidos 61/585.859, presentada el 12
de enero de 2012, 1la Solicitud provisional de Estados
Unidos 61/550.545, presentada el 24 de octubre de 2011, y
la Solicitud Provisional de Estados Unidos 61/481.533,
presentada el 2 de mayo de 2011. El contenidc completo de
las solicitudés anteriores se incorpora en la presente
memoria por referencia.
LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de
Secuencias que se presentd en formato ASCII mediante EFS-
Web y se incorpora en la presente mediante esta referencia
en su totalidad. Dicha copia ASCII creada el 30 de abril de
2012 se denomina 92596615.txt y tiene un tamafio de 17,024
bytes.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los avances en biotecnologia han hecho posible
producir una diversidad de proteinas para aplicaciones
farmacéuticas usando técnicas de ADN recombinante. Debido a
que las proteinas son de mayor tamafio y mids complejas Que
los farmacos orgénicos e inorganicos tradicionales (es
decir, que poseen miltiples grupos funcionales adem&s de
estructuras tridimensionales complejas), la formulacidén de

dichas proteinas plantea problemas especiales. Para que una



10

15

20

25

2
proteina continte siendo bioldédgicamente activa, wuna

formulacién debe conservar la integridad conformacional de
al menos una secuencia de nlGcleo de los aminodcidos de 1la
proteina, protegiendo al mismo tiempo los maltiples grupos
funcionales de la proteina de la degradacidén. Las proteinas
pueden experimentar wuna falta de estabilidad, vy 1los
anticuerpos monoclonales y policlonales en particular
pueden ser relativamente inestables (Véase, por ejemplo,
Wang, et &l., J. Pharm Sci. 96: 1-26 (2007)). Estén
disponibles un gran nimero de opciones de formulacidn, y
una sola estrategia o sistema no es adecuada para todas las
proteinas. Se han descrito varios factores a tener en
cuenta (Véase, por ejemplo, Wang et &l.).

Numerosas caracteristicas pueden afectar la
estabilidad de una proteina. De hecho, incluso en el caso
de anticuerpos purificados, las estructuras de anticuerpos
pueden ser heterogéneas, lo que complica adicionalmente la
formulacién de dichos sistemas. Ademds, los excipientes
incluidos en formulaciones de anticuerpo preferentemente
minimizan cualquier respuesta inmunitaria potencial.

En el caso de anticuerpos, la conservacién de 1la
integridad conformacional es incluso miAs importante. Las
rutas de degradacidén para proteinas pueden implicar una
inestabilidad quimica (es decir, cualquier proceso que
implique la modificacién de la proteina por formacién o
escisidén de enlaces, dando como resultado una nueva entidad
quimica) o una inestabilidad fisica (es decir, cambios en

la estructura de orden superior de la proteina). La
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inestabilidad quimica se manifiesta, por ejemplo, en
la desamidacidén, isomerizacidn, hidrélisis, oxidacién,
fragmentacidén, eliminacién de beta-glicanos o intercambio
de disulfuros. La inestabilidad fisica puede ser el
resultado de la desnaturalizacidn, agregacidn,
precipitacidén o adsorcidén, por ejemplo. Las cuatro rutas de
degradacidén de proteinas mas comunes son la fragmentacién,
la agregacidén, la desamidacidén y la oxidacidén de proteinas.
Las consecuencias de la inestabilidad quimica o fisica de
una proteina terapéutica incluyen una disminucién de la
dosis administrada eficaz, una seguridad disminuida de 1la
terapia debido a, por ejemplo, irritacidén o reactividad
inmunolégica, y una fabricacién mids frecuente debido a una
vida Gtil corta.

La liofilizacidén es una técnica cominmente utilizada
para preservar proteinas y sirve para eliminar el agua de
la preparacién de proteinas de interés. La liofilizacién es
un proceso por el cual el material a ser secado en primer
lugar, se congela y, luego, se elimina el hielo o solvente
congelado se elimina mediante sublimacidén al vacio. Los
excipientes pueden incluirse en la formulacidn
preliofilizada para estabilizar las proteinas durante el
proceso de liofilizacidén y/o para mejorar la estabilidad de
la formulacién de proteinas liofilizada (Pikal, M.
Biopharm, 3(9)26-30 (1990) y Arakawa et &l., Pharm. Res.
8(3):285-291 (1991)).

Varias publicaciones han descrito en general diversos

métodogs de tratamiento de enfermedades inflamatorias del
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intestino y han proporcionado esquemas de dosificacién para

la administracién de agentes diseflados para tratar la
enfermedad inflamatoria del intestino. Por ejemplo, el
documento WO 96/24673 describe adresinas vasculares de la
mucosa y el tratamiento de enfermedades asociadas con el
reclutamiento de leucocitos hacia el tracto
gastrointestinal como resultado de la unién de leucocitos a
células que expresan MAACAM. El documento U.S. 2005/0095238
describe métodos de tratamiento de una enfermedad asociada
con la infiltracidén con leucocitos de tejido mucoso y la
administracién a un ser humano de una cantidad eficaz de
una inmunoglobulina humana o humanizada o fragmento de

unién al antigeno que tenga una especificidad de unién por
la integrina o4f7. El1 documento U.S. 2005/0095238 describe

ademas diversas dosis (por ejemplo, de 0,15, de
aproximadamente 0,5, de aproximadamente 1,0, de
aproximadamente 1,5 o de aproximadamente 2,0 mg de
inmunoglobulina o fragmento por kg de peso corporal) vy
diversos intervalos entre dosis (7, 14, 21, 28 o 30 dias).
Sin embargo, las patentes y publicaciones mencionadas

anteriormente no describen formulaciones especificas del
anticuerpo anti-o4f7 o las dosis y regimenes de dosis

especificos descritos y reivindicados en la presente
memoria. Lo gque es mas importante, en las patentes
mencionadas anteriormente no describen formulaciones, dosis
ni regimenes de dosis quev hacen posible los métodos de
tratamiento (confirmados por datos de ensayos clinicos)

descritos y reivindicados en la presente memoria.
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Las formulacionesg de anticuerpo de 1la presente
invencidén pueden ser ftUtiles para inhibir la unién de
leucocitos a células que expresan MAJdCAM y, por lo tanto,
contribuyen al tratamiento de enfermedades inflamatorias
del intestino en pacientes. Por consiguiente, existe una
necesidad urgente de descubrir dosificaciones y esquemas de
dosificacidén  adecuados de estos compuestos, y de
desarrollar formulaciones, preferentemente formulaciones
intravenosas, que den origen a niveles en sangre constantes
terapéuticamente eficaces de las formulaciones de
anticuerpos a lo largo de un periodo de tiempo prolongado
de una forma conveniente y estable.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a la identificacién de un

azGcar no reductora y al menos un aminocdcido como

excipientes Gtiles para formular formulaciones de
anticuerpo anti-a4pB7, cuya inestabilidad las hace

susceptibles a la desamidacidén, oxidacidén, isomerizacién
y/o agregacidén. La formulacién mejora su estabilidad,
reduce la formacidén de agregados y retrasa la degradacidén
del anticuerpo en la misma.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencidn se

refiere a una formulacién estable que comprende una mezcla
de un azlcar no reductora, un anticuerpo anti-o4f7 y al
menos un aminodcido libre, y la relacidén molar entre azlcar
no reductora y anticuerpo anti-a4f7 (mol:mol) es mayor que

600:1. La formulaciédn puede ser una formulacién liquida o

una formulacidén seca (por ejemplo, liofilizada). La
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formulacidn también puede contener un agente
amortiguador. En algunags modalidades, el azlGcar no
reductora es manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa o
cualquier combinacidén de ellas.

En algunas realizaciones, el aminocdcido libre de la
formulacién es histidina, alanina, arginina, glicina, &cido
glutdmico o cuaiquier combinacién de los mismos. La
formulacién puede comprender entre aproximadamente 50 mM y
aproximadamente 175 mM de amino&dcido libre. La formulacidn
puede comprender entre aproximadamente 100 mM vy
aproximadamente 175 mM de aminodcido libre. La proporcidn
de aminocdcido 1libre respecto a 1la proporcidén molar de
anticuerpo puede ser de al menos 250:1.

La formulacidén también puede contener un tensioactivo.
El tensiocactivo puede ser polisorbato 20, polisorbato 80,
un poloxamero o cualquier combinacidn de los mismos.

En algunos aspectos, la formulacidén puede minimizar la
inmunogenicidad del anticuerpo anti-oa4f7.

La formulacidén, por ejemplo, en estado seco, puede
mantenerse estable durante al menos tres meses a 40 °C,
75 % de humedad relativa (RH).

En otro aspecto, 1la formulacién se 1liofiliza vy
comprende al menos alrededor de 5 % a alrededor de 10 % del

anticuerpo-a4P7 amtes de la liofilizacidén. La formulacidén

puede contener al menos alrededor de 6 % del anticuerpo
anti-oa4PB7 antes de la liofilizacién. La formulacidn puede

ser reconstituida a partir de una formulacién liofilizada

(por ejemplo, ser reconstituida para comprender wuna
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.formulacién liquida estable).

En otro aspecto, la invencidn se refiere a una

formulacién estable que comprende una mezcla de un azucar
no reductor, un anticuerpo anti-oa4f7 y al menos un
aminodcido 1libre, y 1la proporcién molar de azlicar no
reductor respecto a anticuerpo anti-a4P7 (moles:moles) es
superior a 600:1 y 1la proporcién de aminodcido libre
respecto a anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) es superior a

250:1.
En otro aspecto, 1la invencidén se refiere a una

formulacién 1liquida estable que comprende en solucién
acuosa un azlcar no reductor, un anticuerpo anti-a4f7 y al
menos un aminodcido libre, en la que la proporcidn molar de
azGcar no reductor respecto a anticuerpo anti-o4f7

(moles:moles) es superior a 600:1. En todavia un aspecto
més, la invencidén se refiere a una formulacién liquida que

comprende de al menos aproximadamente 40 wmg/ml a
aproximadamente 80 mg/ml de anticuerpo anti-o4B7, al menos

aproximadamente 50-175 mM de uno o méds aminocdcidos y de al
menos aproximadamente el 6% a al menos aproximadamente el
10% (p/v) de azlcar. La formulacidén liquida también puede
contener un agente tamponante. En algunas realizaciones, la
formulacién 1liquida también comprende un quelante de
metales. En algunas realizaciones, la formulacién liquida
también comprende un antioxidante.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a una

formulacién liquida que comprende al menos aproximadamente
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60 mg/ml de anticuerpo anti- a4f7, al menos
aproximadamente el 10% (p/v) de azlcar no reductor y al
menos aproximadamente 125 mM de uno o mds aminodcidos
libres.

En otro aspecto, 1la invencidn se refiere a una
formulacién liquida que comprende al menos aproximadamente
60 mg/ml de anticuerpo anti-oa4f7, al menos aproximadamente
el 10% (p/v) de azGcar no reductor y al menos
aproximadamente 175 mM de uno o méds aminodcidos libres.

En todavia un aspecto adicional wméas, 1la invencidn
también se refiere a una formulacidn seca, por ejemplo,
liofilizada, que comprende una mezcla de un azlGcar no
reductor, un anticuerpo anti-oa4f7, histidina, arginina vy
polisorbato 80, en la que la formulacidén estd en forma
s6lida y la proporcién molar de azlcar no reductor respecto

a anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) es superior a 600:1.

En todavia un aspecto adicional méds, la invencién
también se refiere a wuna formulacidén 1liofilizada que

comprende una mezcla de un azlcar no reductor, un
anticuerpo anti-a4f7, histidina, arginina y polisorbato 80.
En este aspecto, la proporcidn molar de azlcar no reductor
respecto a anticuerpo anti-o4f7 (moles:moles) es superior a
600:1. Ademds, la proporcién molar de arginina respecto a
anticuerpo anti-oa4Pf7 (moles:moles) en 1la formulacién es

superior a 250:1.
En otro aspecto, la invencién se refiere a un método

de preparacién de una formulacién descrita en la presente
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memoria que comprende mantener la temperatura de
producto por debajo de la temperatura de colapso durante el
secado primario. El método también puede contener una etapa
de atemperado.

En un aspecto, 1la invencién se refiere a un método
para tratar a un paciente humano que padece una enfermedad
inflamatoria del intestino, en el que el método comprende
la etapa de administrar a un paciente que padece una
enfermedad inflamatoria del intestino una inmunoglobulina

humanizada o fragmento de unién a antigeno de ella que
tiene especificidad de unidén por la integrina 47 humana,

en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién a antigeno comprende una regién de unién a antigeno
de origen no humano y al menos una parte de un anticuerpo
de origen humano, en el gue la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unién a antigeno de ella se administra al
paciente de acuerdo con el régimen de dosificacién
siguiente: (a) una dosis inicial de 300 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a antigeno
de ella como una infusidén intravenosa; (b) seguida de una
segunda dosis posterior de 300 mg de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién a antigeno de ella como una
infusidén intravenosa aproximadamente dos semanas después de
la dosis inicial; (c) seqguida de una tercera dosis
posterior de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unidén a antigeno de ella como una infusién
intravenosa aproximadamente seis semanas después de la

dosis inicial; (d) seguida de una cuarta dosis y dosis

12
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posteriores de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o

fragmento de unién a antigeno de ella como una infusién
intravenosa cada cuatro semanas o cada ocho semanas después
de la tercera dosis posterior del anticuerpo humanizado
seglin sea necesario; en el que el régimen de dosificacién
induce una respuesta clinica y/o la remisién clinica en la
enfermedad inflamatoria del intestino del paciente; y en el
que ademds la inmunoglobulina humanizada o fragmento de

unién a antigeno tiene especificidad de unién por el
complejo «a4P7, en el que la regién de unién a antigeno

comprende tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR1, CDR2 y CDR3) de una regién variable de cadena ligera
y tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1,
CDR2 y CDR3) de una regidén variable de cadena pesada de la
secuencia de aminodcidos expuesta a continuacién: cadena
ligera: CDR1 SEC ID N°: 9, CDR2 SEC ID N°: 10, CDR3 SEC ID
N°: 11; cadena pesada: CDR1 SEC ID N°: 12, CDR2 SEC ID N°:
13, CDR3 SEC ID N°: 14.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un régimen
de dosificacidén para el tratamiento terapéutico de la
enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el régimen
de dosificacidén comprende la etapa de: administrar a un
paciente que padece una enfermedad inflamatoria del
intestino una inmunoglobulina humanizada o fragmento de

unidén a antigeno de ella que tiene especificidad de unién
por la integrina a4P7 humana, en el que la inmunoglobulina

humanizada o fragmento de unién a antigeno comprende una

regién de unidén a antigeno de origen no humano y al menos
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una parte de un anticuerpo de origen humano, en el que

la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a
antigeno de ella se administra al paciente de acuerdo con
el régimen de dosificacidén siguiente: (a) una dosis inicial
de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién a antigeno de ella como una infusién intravenosa; (b)
seguida de una segunda dosis posterior de 300 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a antigeno
de ella como una infusién intravenosa aproximadamente dos
semanas después de la dosis inicial; (c¢) seguida de una
tercera dosis posterior de 300 mg de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién a antigeno de ella como una
infusién intravenosa aproximadamente seis semanas después
de la dosis inicial; (d) seguida de una cuarta dosis y
dosis posteriores de 300 mg de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién a antigeno de ella como una
infusidén intravenosa cada cuatro semanas o cada ocho
semanas después de la tercera dosis posterior del
anticuerpo humanizado seglin sea necesario; en el que el
régimen de dosificacidén induce una respuesta clinica y/o la
remisién clinica en la enfermedad inflamatoria del
intestino del paciente; y en el que ademas la

inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno
tiene especificidad de unién por el complejo o4B7, en el
que la regidén de unidén al antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de

una regidén variable de cadena ligera y tres regiones

determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de
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una regidén variable de cadena pesada de la

secuencia de aminodcidos expuesta a continuacidén: cadena
ligera: CDR1 SEC.ID N°¢: 9, CDR2 SEC ID N°: 10, CDR3 SEC ID
N°: 11; cadena pesada: CDR1 SEC ID N°: 12, CDR2 SEC ID N°:
13, CDR3 SEC ID N°: 14.

En algunos aspectos, el métcdo de tratamiento con la
formulacidén de anticuerpo anti-a4f7, la dosis o el régimen
de dosis pueden minimizar la inmunogenicidad del anticuerpo
anti-a4fB7.

El paciente puede haber tenido una falta de respuesta
adecuada con, una pérdida de respuesta a, o© haber sido

intolerante al tratamiento con al menos uno de un

inmunomodulador, un antagonista del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) o combinaciones de los mismos.

La enfermedad inflamatoria del intestino puede ser
enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa. La enfermedad
inflamatoria del intestino puede ser una colitis ulcerosa
de moderada a gravemente activa.

El régimen de dosificacién puede dar como resultado la
cicatrizacién de la mucosa en pacientes que padecen una
colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa.

El paciente puede haber recibido previamente
tratamiento con al menos un corticosteroide para la
enfermedad inflamatoria del intestino. El1 régimen de
dosificacién puede dar como resultado una reduccién,
eliminacién o reduccién vy eliminacién del wuso del
corticosteroide por el paciente.

En algunos aspectos, la inmunoglobulina humanizada o
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fragmento de unién al antigeno de la misma se

administra en una forma de dosificacién final a una

concentracién de entre aproximadamente 1,0 mg/ml vy
aproximadamente 1,4 mg/ml. La inmunpglobulina humanizada o
fragmento de unidén al aﬁtigeno de la misma puede
administrarse en una forma de dosificacién final de
aproximadamente 1,2 mg/ml. La inmunoglobulina humanizada o
fragmento de wunidén al antigeno puede administrarse al
paciente en aproximadamente 30 minutos.

‘La inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a
antigeno de ella puede reconstituirse a partir de una
formulacién liofilizada.

La inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a
antigeno de ella puede reconstituirse para comprender una
formulacidén liquida estable.

En algunos aspectos, el régimen de dosificacién no
altera la proporcién de CD4 respecto a CD8 en el liquido
cefalorragquideo de 1los ©pacientes que reciben dicho
tratamiento.

El paciente puede ser una persona de 65 afios o mds de
edad y no requiere ningin ajuste del régimen de
dosificacidn.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La FIG. 1 es una ilustracidén de una secuencia de

nucledtidos (SEC ID N°: 1) que codifica la cadena pesada de
una inmunoglobulina anti-oa4B7 humanizada, y la secuencia de

aminodcidos deducida de la cadena pesada (SEC ID N°: 2). La

secuencia de nucledtidos contiene sitios de c¢lonacidn
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(minfisculas), secuencia de Kozak (maytsculas,

nucledétidos 18-23 de la SEC ID N°: 1) y secuencia 1lider
(minisculas, nuclebétidos 24-86 de la SEC ID N°: 1) en el
extremo 5’ de la cadena pesada. La fase de lectura abierta
de la secuencia de nucledétidos son los nucledtidos 24-1433
de la SEC ID N°: 1.

La FIG. 2 es una ilustracién de una secuencia de
nucledétidos (SEC ID N°: 3) que codifica la cadena ligera de
una inmunoglobulina humanizada denominada en la presente
memoria vedolizumab, y la secuencia de aminodcidos deducida
(SEC ID N°: 4) de 1la cadena 1ligera. La secuencia de
nucleétidos contiene sitios de clonacidén (mindsculas),
secuencia de Kozak (maylsculas, nucledtidos 18-23 de la SEC
ID N°: 3) y secuencia lider (minGsculas, nucledtidos 24-80
de la SEC ID N°: 3) en el extremo 5’ de la cadena pesada.
La fase de lectura abierta de la secuencia de nucledtidos
son los nucledtidos 24-737 de la SEC ID N°: 3.

La FIG. 3 es un alineamiento de las secuencias de
aminodcidos de (A) 1la cadena ligera humanizada madura
(aminodcidos 20-238 de la SEC ID N°: 4) de 1la
inmunoglobulina humanizada denominada en la presente
memoria vedolizumab y (B) la cadena ligera humanizada
madura de la inmunoglobulina humanizada denominada en la
presente memoria LDP-02 (SEC ID N°: 5). (En relacidn con
LDP-02, véase el documento WO 98/06248 y Feagan et &l., N.
Eng. J. Med. 352: 2499-2507 (2005)). Feagan et 4&l.
describen un estudio clinico de LDP-02, pero en el articulo

se refieren al LDP-02 como MLNO2). El alineamiento ilustra
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que las secuencias de aminocdcidos de 1las cadenas
ligeras de vedolizumab y LDP-02 difieren en las posiciones
114 y 115 de las cadenas ligeras maduras.

La FIG. 4 es un alineamiento de las secuencias de
aminodcidos de (A) una regidn constante de cadena ligera
kappa humana genérica (SEC ID N°: 6) y (B) una regidén
constante de cadena ligera kappa murina genérica (SEC ID
N°: 7). Los restos de aminodcidos Thr y Val (que estéan
presentes en las posiciones 114 y 115 de la cadena ligera
madura de vedolizumab (aminocacidos 133 y 134 de SEC ID N°:
4)) estan presentes en la regidn constante de 1la cadena
ligera kappa humana, mientras que los restos de aminocdcidos
Ala y Asp (Que estdn presentes en las posiciones 114 y 115
de la cadena ligera madura de LDP-02 (SEC ID N°: 5)) estén
presentes en la regidn constante de la cadena ligera kappa
de ratén.

La FIG. 5 es un mapa del vector pLKTOK38D (también
denominado pTOK38MLN(02-TV), que codifica la cadena pesada
humanizada y 1la cadena ligera humanizada de MLNO02, y es
adecuado para producir vedolizumab en células CHO. (Véase
la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
2004/0033561 Al que describe el pLKTOK38. E1 pLKTOK38D es
una variante del pLKTOK38 en 1la que los sitios de
restriccidn indicados en el mapa flanquean la secuencia que
codifica la regién variable de cadena ligera).

La FIG. 6A muestra los modelos esperados para el
cambio en el porcentaje de mondmero, el cambio en el

porcentaje de agregados y el cambio en el porcentaje de
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isoforma principal de 1la formulacién 1liofilizada de

anti-a4pf7. Los modelos estdn basados en el andlisis

estadistico de los datos presentados en el Ejemplo 1. La
linea central muestra los resultados para 1los modelos
predictivos y las lineas externas muestran el limite de
confianza del 95% para los modelos predictivos. La FIG. 6B
muestra modelos alternativos basados en el andlisis
estadistico de los datos de 40°C de las Tablas 1-3 cuando
los factores de entrada de datos son el pH, la proporcién
molar de azlcar:proteina vy la proporcién molar de
arginina:proteina. La linea central muestra los resultados
para los modelos predictivos y las lineas externas muestran
el 1limite de <confianza del 95% para los modelos
predictivos.

La FIG. 7 muestra las secuencias de aminoadcidos de (A)
la regidn Variable de cadena ligera kappa del anticuerpo
GM607'CL humano maduro y (B) la regidén variable de la
cadena pesada del 21/28’'CL humano.

La FIG. 8 es una grafica que muestra que los sdélidos y
la carga afectan al tiempo de secado (los numeros en las
lineas representan el ‘nGmero de minutos de tiempo de
secado) .

La FIG. 9 es wuna grafica que muestra que el
vedolizumab no retrasaba la aparicién de sintomas clinicos
de encefalitis autoinmune experimental (EAE) en comparacidn
con el control de placebo. El natalizumab retrasaba
significativamente (p < 0,05) la aparicién de sintomas

clinicos de EAE en comparacidén con el control de placebo.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién se refiere a formulaciones que comprenden
anticuerpos anti-oa4P7. Las formulaciones pueden ser
mezclas que comprenden un azlcar no reductor, anticuerpo
anti-o4PB7 y uno o mds aminodcidos libres, y la proporcidn
molar del aztcar no reductor respecto al anticuerpo anti-

04B7 es superior a 600 moles de azlcar no reductor:1 mol de

anticuerpo anti-oa4f7. Las formulaciones pueden estar en

forma sélida o liquida.

Definiciones

La expresién “formulacidén farmacéutica” se refiere a
una preparacién que contiene un anticuerpo anti-oa4fB7 en una

forma tal para permitir que la actividad biolégica del
anticuerpo sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un
sujeto al que se administraria la formulacidn.

Una formulacidén “estable” es una en la que el
anticuerpo en la misma conserva sustancialmente su
estabilidad fisica y/o estabilidad quimica y/o su actividad
biolégica tras el almacenamiento. En un aspecto, la
formulacidén conserva sustancialmente su estabilidad fisica
y quimica, asi como su actividad bioldégica tras el
almacenamiento. El periodo de almacenamiento se selecciona
generalmente basdndose en la wvida 0til deseada de la
formulacién. Est&n disponibles en la materia diversas
técnicas analiticas para medir la estabilidad de proteinas

y se revisan en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301,
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Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.

Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10:
29-90 (1993), por ejemplo.

Un anticuerpo monoclonal “desamidado” es uno en el que
uno o mas vrestos de asparagina o glutamina se han
derivatizado, por ejemplo, a un A&acido aspartico o a un
dcido isocaspartico.

Un anticuerpo que es “susceptible a la desamidacidn”
es uno que comprende uno o mas restos que se ha visto que
tienen tendencia a desamidarse.

Un anticuerpo que es “susceptible a la oxidacidén” es
un anticuerpo que comprende uno o mas restos que se ha
visto que tienen tendencia a la oxidacién.

Un anticuerpo que es “susceptible a la agregacidn” es
uno que se ha visto que se agrega con otra molécula o
moléculas de anticuerpo, especialmente tras la congelacidn,
calentamiento, secado, reconstitucién y/o agitaciédn.

Un anticuerpo que es “susceptible a la fragmentacidén”
es uno que se ha visto que se escinde en dos o més
fragmentos, por ejemplo, en una regidén bisagra del mismo.

Por *reduccién de la desamidacidn, oxidacidn,
agregacién o fragmentacidn” se pretende significar prevenir
o disminuir (por ejemplo, hasta el 80%, 60%, 50%, 40%, 30%,
20% o 10% de) la cantidad de desamidacidén, agregacién o
fragmentacidén respecto al anticuerpo monoclonal formulado a
un pH diferente o en un tampdén diferente.

Un “agregado”, “agregado por SEC” o “agregado soluble”

es mds de uno y menos de o igual a diez proteinas y/o

Z[
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fragmentos de anticuerpo asociados entre si a través

de ya sea interacciones covalentes, idnicas o hidréfobas
para formar un cuerpo proteico de mayor tamafio.

Un “agregado insoluble” o “particula” es mds de diez
proteinas y/o fragmentos de anticuerpo asociados entre si a
través de vya sea interacciones covalentes, 1idénicas o
hidréfobas para formar un cuerpo proteico de mayor tamafio.

Como se usa en 1la presente memoria, la expresidén
“actividad bioldégica” de wun anticuerpo monoclonal se
refiere a la capacidad del anticuerpo para unirse a
antigeno y da como resultado una respuesta bioldgica
medible que puede medirse in vitro o in vivo. Dicha

actividad puede ser antagonista o agonista.

La molécula de superficie celular “integrina o4B7” o
*04PB7” es un heterodimero de una cadena o, (CD49D, ITGA4) y

una cadena [, (ITGB7). Cada cadena puede formar un
heterodimero con una cadena de integrina alternativa para
formar o3, o o,f,. Los genes de o, y P, humanos (GenBank

(National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
MD) Nameros de acceso RefSeq NM_000885 y NM_000889,
respectivamente) se expresan por linfocitos B y T,

particularmente 1linfocitos CD4+ de memoria. Tipico de

muchas integrinas, a4Pf7 puede existir en un estado en

reposo © activado. Los ligandos para «a4f7 incluyen la

molécula de adhesidén celular vascular (VCAM) , la
fibronectina y la adresina de 1la mucosa (MAdCAM (por

ejemplo, MAdCAM-1)).

a2
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Como se usa en la presente memoria, una
inmunoglobulina humana o fragmento de unién al antigeno de

la misma que tiene “especificidad de unidn por el complejo
a4B7” se une a a4P7 pero no a a4l ni a aER7.

Como se usa en la presente memoria, una formulacién
“igotdénica” tiene sustancialmente la misma presidén osmdtica
que la sangre humana. Las formulaciones isotdnicas tendran
generalmente una presidén osmdética de aproximadamente 250 a
350 mOsm. La isotonicidad puede medirse usando un osmdémetro
de tipo congelacién de hielo o de presidén de vapor, por
ejemplo. |

Como se wusa en la presente memoria, un “agente
tamponante” se refiere a un tampédn que resiste cambios en
el pH por accidén de sus componentes acido-base conjugados.
El agénte tamponante puede estar ©presente en una
formulacién 1ligquida o sdélida de la invencidén.El agente
tamponante ajusta el pH de la formulacién a de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 7,5, a de
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,5, a de
aproximadamente 6,0 a aproximadamente 6,5, o a un pH de
aproximadamente 6,3. En un aspecto, los ejemplos de agentes
tamponantes que controlardn el pH en el intervalo de 5,0 a
7,5 1incluyen acetato, succinato, gluconato, histidina,
citrato, fosfato, maleato, cacodilato, acido 2-[N-
morfolino] etanosulfénico (MES) , bis(2-
hidroxietil) iminotris[hidroximetil]metano (Bis-Tris), &cido
N- [2-acetamido] -2-iminodiacético (ADA), glicilglicina vy

otros tampones acidos orgénicos. En otro aspecto, el agente

23
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tamponante de la presente memoria es histidina o
citrato.

Un “tampdén de histidina” es un tampén gque comprende
iones histidina. Los ejemplos de tampones de histidina
incluyen soluciones de cloruro de histidina, acetato de
histidina, fosfato de histidina, sulfato de histidina. E1l1
tampén de histidina o tampén de histidina-HCl tiene un pH
de entre aproximadamente pH 5,5 a 6,5, de aproximadamente
pPH 6,1 a 6,5, o de aproximadamente pH 6,3.

Un “sacérido” en la presente memoria es un compuesto
que tiene wuna férmula general (CH,0), y derivados del
mismo, incluyendo monosacaridos, disacaridos, trisacéaridos,
polisacéridos, alcoholes de azlGcares, azlcares reductores,
azlicares no reductores y similares. En un aspecto, los
ejemplos de sacdridos de la presente memoria incluyen
glucosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, fructosa, maltosa,
dextrano, eritritol, glicerol, arabitol, silitol, sorbitol,
manitol, melibiosa, melezitosa, rafinosa, manotriosa,
estaquiosa, maltosa, lactulosa, maltulosa, glucitol,
maltitol, lactitol, iso-maltulosa y similares. Un sacarido
puede ser un lioprotector. En otro aspecto, el sacdrido de
la presente memoria es un disacidrido no reductor tal como
sacarosa.

Un “tensioactivo” en la presente se refiere a un
agente que disminuye la tensidn superficial de un liquido.
El tensiocactivo puede ser un tensiocactivo no idnico. En un
aspecto, los ejemplos de tensioactivos de 1la presente

memoria incluyen polisorbato (monolaurato de polioxietilen

4
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sorbitén, por ejemplo, polisorbato 20 y polisorbato
80); TRITON (t-Octilfenoxipolietoxietanol, detergente no
iénico, Union Carbide subsidiary of Dow Chemical Co.,

Midland MI); dodecil sulfato sddico (SDS); lauril sulfato

sbddico; octil glucdsido sbédico; lauril-, miristil-,
linoleil- o© estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-,
linoleil- o estearil-sarcosina; linoleil-, miristil- o
cetil-betaina; laurcamidopropil-, cocamidopropil-,
linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil- o
isocestearamidopropil-betaina (por ejemplo,
laurcamidopropilo); miristamidopropil-, palmidopropil- o

isoestearamidopropil-dimetilamina; metil cocoil-taurato de
sodio o metil oleil-taurato disddico; monopalmitato de
sorbitédn; y la serie MONAQUAT (Mona Industries, Inc.,
Paterson, N. J.); polietilglicol (PEG), polipropilenglicol
(PPG) Yy copolimeros de polioxietileno y
polioxipropilenglicol (por ejemplo, Pluronics/Poloxamer,
PF68 etc.); etc. En otro aspecto, el tensiocactivo de la

presente memoria es polisorbato 80.

El término “anticuerpo” de la presente memoria se usa
en el sentido mAs amplio y abarca especificamente
anticuerpos monoclonales de longitud completa,
inmunoglobulinas, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos)
formados a partir de al menos dos anticuerpos de longitud
completa, por ejemplo, cada uno contra un antigeno o

epitopo diferente, y fragmentos de unién al antigeno
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individuales, ihcluyendo dAb, scFv, Fab, F(ab)‘,,
Fab’, incluyendo anticuerpos humanos, humanizados y de
especies no humanas y formas de wunién al antigeno
recombinantes, tales como monocuerpos y diacuerpos.

Las cantidades y proporciones molares de anticuerpo
anti-a4PB7 respecto a otros excipientes descritos en la

presente memoria se calculan suponiendo un peso molecular
aproximado de aproximadamente 150.000 daltons para el
anticuerpo. El1 peso molecular real del anticuerpo puede
diferir de 150.000 daltons dependiendo de la composicidn de
aminodcidos o de las modificaciones post-traduccionales,
por ejemplo, que dependen de la linea celular usada para
expresar el anticuerpo. El1 peso molecular real del
anticuerpo puede ser de +/- el 5% de 150.000 daltons.

La expresidn “anticuerpo humano” incluye un anticuerpo
gue posee una secuencia que procede de una secuencia de
inmunoglobulina de 1linea germinal humana, tal como un
anticuerpo obtenido de ratones transgénicos que tienen
genes de inmunoglobulina humanos (por ejemplo, ratones

obtenidos por ingenieria genética XENOMOUSE (Abgenix,

Fremont, ca), HUMAB-MOUSE®, ratones transcromosdmicos

KIRIN TC MOUSE™, KMMOUSE® (MEDAREX, Princeton, NJ)),

bibliotecas de presentacidn en fago humanas, células de
mieloma humanas o células B humanas.

La expresién “anticuerpo monoclonal”, como se usa en
la presente memoria, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de wuna poblacién de anticuerpos sustancialmente

homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
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comprenden la poblacidén son idénticos y/o se unen al

mismo epitopo, excepto por posibles variantes que puedan
surgir durante la produccidén del anticuerpo monoclonal,
estando dichas variantes generalmente presentes en
cantidades minoritarias. Al contrario que las preparaciones
de anticuerpo policlonal que incluyen tipicamente
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se
dirige contra un solo determinante en el antigeno. EI1
modificador “monoclonal” indica el carédcter del anticuerpo
que se obtlene a partir de una poblacidén sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que
requiere la produccién del anticuerpo por ningin método
particular. Por ejemplco, los anticuerpos monoclonales que
se usaran de acuerdo con la presente invencién pueden
generarse por el método de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et 4l1., Nature, 256: 495 (1975), o pueden
generarse por métodos de ADN recombinante (véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.816.567). Los
“anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse a partir
de bibliotecas en fagos de anticuerpos usando las técnicas
descritas en Clackson et 4l1., Nature, 352: 624-628 (1991) y
Marks et 41., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por
ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria
incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” en los
que una porcidén de la cadena pesada y/o ligera es idéntica

u homéloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos

4
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obtenidos de wuna especie particular o gque pertenecen

a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras
que el resto de la cadena o cadenas es idéntica u homéloga
a las secuencias correspondientes en anticuerpos obtenidos
de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos,
siempre que muestren la actividad biolbdgica deseada
(Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison et &l1.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81l: 6851-6855 (1984)). Los
anticuerpos quiméricos de interés en la presente memoria
incluyen anticuerpos “primatizados” que comprenden
secuencias de wunién al antigeno de dominio variable
obtenidas de un primate no humano (por ejemplo, monos del
viejo mundo, simios, etc.) y secuencias de regidn constante
humanas.

Los “fragmentos de unién al antigeno” de la
inmunoglobulina inmunizada preparados en la formulacidén de

la invencidn comprenden al menos las regiones variables de
las cadenas pesada y/o ligera de un anticuerpo anti-oa4f7.

Por ejemplo, un fragmento de unidén al antigeno de
vedolizumab comprende los restos de aminodcidos 20-131 de
la secuencia de cadena ligera humanizada de la SEC ID N°:
4. Los ejemplos de dichos fragmentos de unidn al antigeno
incluyen fragmentos Fab, fragmentos Fab’, fragmentos scFv y
F(ab’), de una inmunoglobulina humanizada conocida en la
técnica. Los fragmentos de unidén al antigeno de 1la
inmunoglobulina de 1la invencién pueden producirse por

escisidén enzimdtica o por técnicas recombinantes. Por
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ejemplo, puede usarse escisién con papaina o
pepsina para generar fragmentos Fab e} F(ab'),,
respectivamente. También pueden producirse anticuerpos en
una diversidad de formas truncadas wusando genes de
anticuerpo en los que se han introducido uno o mds codones
de terminacidén cadena arriba del sitio de terminacidn
natural. Por ejemplo, puede disgeflarse una construccidn
recombinante que codifica la cadena pesada de un fragménto
F(ab’), que incluya secuencias de ADN que codifiquen el
dominio CH, y la regidén bisagra de la cadena pesada. En un

aspecto, los fragmentos de unidén al antigeno inhiben 1la
unién de la integrina oa4f7 a uno o mads de sus ligandos (por

ejemplo, la adresina de 1la mucosa MAJCAM (por ejemplo
MAdCAM-1), fibronectina) .

La digestidén con papaina de anticuerpos produce dos
fragmentos de wunién al antigeno idénticos denominados
fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitio de unién al
antigeno y un fragmento “Fc¢” residual, cuyo nombré refleja
su capacidad para cristalizar facilmente. El1 tratamiento
con pepsina produce un fragmento F(ab’), que tiene dos
sitios de wunién al antigeno y todavia es capaz de
entrecruzar antigeno.

El “Fv” es un fragmento de anticuerpo que consiste en
un dimero de un dominio variable de cadena pesada y un
dominio variable de cadena ligera en una asociacidn no
covalente.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante

de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1l) de
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la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de
los fragmentos Fab por la adicidén de unos pocos restos en
el extremo carboxi terminal del dominio CH1 de cadena
pesada, incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra
del anticuérpo. Fab’-SH es la designacidén en la presente
memoria para un Fab’ en el que el resto o restos de
cisteina de los dominios constantes llevan al menos un
grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’), se
produjeron originariamente como parejas de fragmentos Fab’
gue tienen cisteinas de bisagra entre los mismos. También
se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena sencilla” o
“scPFv” comprenden los dominios Vy; y V., de anticuerpo, en
los que estos dominios estan presentes en una sola cadena
polipeptidica. En un aspecto, el polipéptido Fv comprende
ademds un enlazador polipeptidico entre los dominios V, y
V, que permite que el scFv forme la estructura deseada para
la unién al antigeno. Para una revisidén de scFv véase
Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, Nueva
York, pags. 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de
anticuerpo pequefios con dos sitios de unién al antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos un dominio pesado variable
(Vy) conectado a un dominio ligero wvariable (V) en la
misma cadena polipeptidica (V,-V,). Usando un enlazador que

es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre
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los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven

forzados a emparejarse con los dominios complementarios de
otra cadena y crear dos sitios de unidén al antigeno. Se
describen diacuerpos mids completamente en, por ejemplo, los
documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et 4l1.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

Un “anticuerpo de 1longitud completa” es uno que
comprende una regidén variable de unién al antigeno, asi
como un domino constante de cadena ligera (C,) y dominios
constantes de cadena pesada C,;, C, yY Cy. Los dominios
constantes pueden ser dominios constantes de secuencia
nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia
nativa humana) o variantes de secuencia de aminodcidos de
los mismos. En un aspecto, el anticuerpo de longitud
completa tiene una o mas funciones efectoras.

Un anticuerpo “variante de secuencia de aminodcidos”
en la presente memoria es un anticuerpo con una secuencia
de aminocdcidos que difiere de un anticuerpo de especie
principal. Generalmente, las variantes de secuencia de
aminoacidos poseeran una homologia de al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el
90%, o al menos aproximadamente el 95% con el anticuerpo de
especie principal. Las variantes de secuencia de
aminodcidos poseen sustituciones, deleciones y/o adiciones
en ciertas posiciones dentro de o adyacentes a la secuencia
de aminodcidos del anticuerpo de especie principal, pero

conservan la actividad de unidén al antigeno. Las
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variaciones en la secuencia de las regiones constantes
del anticuerpo tendradn menos efecto sobre la actividad de
unién al antigeno gque las variaciones en las regiones
variables. En las regiones variables, las variantes de

secuencia de aminocdcidos tendrédn una homologia de al menos

aproximadamente el 90%, una homologia de al wmenos
aproximadamente el 95%, una homologia de al menos
aproximadamente el 97%, una homologia de al menos

aproximadamente el 98% o una homologia de al menos
aproximadamente el 99% con el anticuerpo de especie
principal.

El término “*homologia” se define como el porcentaje de
restos en la variante de secuencia de aminodcidos que son
idénticos después de alinear las secuencias e introducir
huecos, si es necesario, para conseguir el porcentaje de
homologia maximo. Se conocen bien en la técnica métodos y
programas informadticos para el alineamiento.

Un “anticuerpo monoclonal terapéutico” es un
anticuerpo usado para la terapia de un sujeto humano. Los

anticuerpos wmonoclonales terapéuticos descritos en la
presente memoria incluyen anticuerpos anti-a4f7.

Un anticuerpo de *“variante de glicosilacidn” de 1la
presente memoria es un anticuerpo con uno © mas restos
carbohidrato unidos al mismo, que difieren de uno o méas
restos carbohidrato wunidos a un anticuerpo de especie
principal. Los ejemplos de variantes de glicosilacidn de la
presente memoria incluyen un anticuerpo con una estructura

de oligosacéridos Gl o G2 en lugar de una estructura de
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oligosacdridos GO, unida a una regién Fc del mismo, un
anticuerpo con uno o dos restos carbohidrato unidos a una o
dos cadenas ligeras del mismo, un anticuerpo sin
carbohidratos wunidos a wuna o dos cadenas pesadas del
anticuerpo, etc. y combinaciones de alteraciones de
glicosilacién.

Las “funciones efectoras” del anticuerpo se refieren a
aquellas actividades biolégicas atribuibles a la regidn Fc
(una regidén Fc de secuencia nativa o regién Fc variante de
secuencia de amincdcidos) de un anticuerpo. Los ejemplos de
funciones efectoras de antiduerpos incluyen unidén a Clqg;
citotoxicidad dependiente del complemento; unidn a receptor
de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC); fagocitosis, regulacién negativa de
receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de
células B; BCR) y similares.

Dependiendo de la secuencia de amino&dcidos del dominio
constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos de
longitud completa pueden asignarse a “clases” diferentes.
Existen cinco clases principales de anticuerpos de longitud
completa: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de éstas
pueden dividirse adicionalmente en “subclases” (isotipos),
por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e IgA2. Los

dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las

diferentes clases de anticuerpos se denominan o, &8, €, Yy Yy

K, regspectivamente. Las estructuras de subunidad vy

configuraciones tridimensionales de diferentes clases de

inmunoglobulina son bien conocidas.
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Las “cadenas ligeras” de anticuerpos de cualquier

especie de vertebrado pueden asignarse a uno de dos tipos
claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (L),

basidndose en las secuencias de aminodcidos de sus dominios
constantes.

La “citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos” y la “ADCC” sge refieren a un reaccidén mediada
por células en la que células citotdxicas inespecificas que
expresan receptores de Fc¢ (FcR) (por ejemplo, células
asesinas naturales (NK) , neutréfilos y macrdfagos)
reconocen anticuerpo unido en una célula diana vy
posteriormente causan la lisis de la célula diana. Las

células primarias para mediar la ADCC, las células NK,

expresan solamente FcyRIII, mientras gque los monocitos

expresan FcyRI, FcyRII y FcyRIII. La expresién de FcR en

células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en 1la
pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92
(1991) . Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula
de interés puede realizarse un ensayo de ADCC in vitro, tal
como el descrito en 1las Patentes de Estados Unidos N°
5.500.362 o 5.821.337. Las células efectoras Gtiles para
dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y células asesinas naturales (NK). Como
alternativa, o ademds, la actividad de ADCC de la molécula
de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en un
modelo animal tal como el desérito en Clynes et 41. PNAS
(USA) 95: 652-656 (1998).

Las expresiones “receptor de Fc” o “FcR” se usan para
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describir un receptor que se une a la regién Fc de un

anticuerpo. En un aspecto, el FcR es un FcR humano de
secuencia nativa. En otro aspecto, el FcCR es unoc que se une

a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye
receptores de las subclases FcyRI, FcyRII y FcyRIII,

incluyendo variantes alélicas y formas alternativamente

cortadas y empalmadas de estos receptores. LoOs receptores
FcyRII incluyen FcyRIIA (un “receptor activador”) y FcyRIIB

(un “receptor inhibidor”), gque tienen secuencias de
aminodcidos similares que difieren principalmente en los

dominios <citoplasmdticos de las mismas. El receptor
activador FcyRIIA contiene un motivo de activacién basado
en tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio
citoplasmético. El receptor inhibidor FcyRIIB contiene un

motivo de inhibicidén basado en tirosina inmunorreceptor
(ITIM) en su dominio citoplasmidtico. (Véase una revisidén en
M. Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997)). Los FcR
se revisan en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92
(1991); Capel et &4l1., Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de
Haas et 4&l., J. Lab. Clin. Med. 126: 33-41 (1995). Otros
FcR, incluyendo los que se identifiquen en el futuro, se
incluyen en el término “FcR” de la presente memoria. EI1
término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es
responsable de la transferencia de IgG maternales al feto
(Guyer et d1., J. Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et &1., J.
Immunol. 24:249 (199%94)).

La expresidén “regidn hipervariable”, cuando se usa en

la presente memoria, se refiere a los restos de aminodcidos
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de un anticuerpo que son responsables de la unién al
antigeno. La regidn hipervariable comprende generalmente
restos de aminodcidos de wuna “regidén determinante de
complementariedad” o “CDR” (por ejemplo, los restos 24-34
(L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de
cadena ligera y 31-35 (H1), 50—65 (H2) y 95-102 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; Kabat et 41., Seqguences
of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)) vy/o los restos de un ‘“bucle hipervariable” (por
ejeﬁplo, restos 26-32 (L1l), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el
dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2)
y 96-101 (H3) en el dominio wvariable de cadena pesada;
Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)). Los
restos de “regidén flanqueante” o “FR” son aquellos restos
de dominio variable distintos de los restos de regidn
hipervariable como se definen en la presente memoria. La
regién hipervariable o las CDR de 1la misma pueden
transferirse de una cadena de anticuerpo a otra o a otra
proteina para conferir especificidad de unidén al antigeno a
la proteina de unidén o anticuerpo (compuesto) resultante.
Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos
(por ejemplo, roedor) son anticuerpos gquiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina
no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor), en las
que restos de una regién hipervariable del receptor se

sustituyen por restos de una regién hipervariable de una
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especie no humana (anticuerpo donador) tal
como ratdn, rata, conejo o primate no humanc que tiene la
egpecificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, 1los restos de regién flanqueante (FR) de 1la
inmunoglobulina humana se sustituyen por restos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados
pueden comprender restos que no se encuentren en el
anticuerpo receptor o© en el anticuerpo donador. Estas
modificaciones se realizan para refinar adicionalmente el
rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo
humanizado comprenderd sustancialmente todos de al menos
uno, y tipicamente dos, dominios variables, en el que todos
o sustancialmente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas
o sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
comprenderd también opcicnalmente al menos una porcidn de
una regidn constante de inmunoglobulina (Fc¢), tipicamente
la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales
véase Jones et 4l1., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann
et dl1., Nature 332: 323-329 (1988); vy Presta, Curr. Op.
Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

Un anticuerpo “madurado por afinidad” es uno con una o
mas alteraciones en una o mads regiones hipervariables del
mismo gque dan como resultado una mejora en la afinidad del
anticuerpo por el antigeno, en comparacién con un
anticuerpo precursor gue no posee esa o esas alteraciones.

En un aspecto, 1los anticuerpos madurados por afinidad
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tendran afinidades nanomolares o) incluso
picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos
madurados por afinidad se producen por procedimientos
conocidos en la técnica. Marks et 4l. Bio/Technology 10:
779-783 (1992) describe la maduracién por afinidad por
barajado de dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de
restos de CDR y/o flanqueantes se describe por: Barbas et
d4l. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91: 3809-3813 (1994); Schier
et 4l. Gene 169: 147-155 (1995); Yelton et 4&l1. J. Immunol.
155; 1994-2004 (1995); Jackson et 41., J. Immunol.‘154(7):
3310-9 (1995); y Hawkins et &dl., J. Mol. Biol. 226: 889-896
(1992) .

Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado
y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. En ciertas realizaciones, el anticuerpo se
purificara (1) hasta mas del 95% en peso de proteina segiin
se determine por el método de Lowry y, como alternativa,
mds del 99% en peso, (2) en un grado suficiente para
obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoadcidos
interna o N-terminal mediante el uso de un secuenciador de
taza giratoria o (3) hasta la homogeneidad por SDS-PAGE en
condiciones reductoras o no reductoras usando tincidén de
plata o azul de Coomassie. El anticuerpo aislado incluye el
anticuerpo in situ dentro de células recombinantes puesto
que al menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no estard presente. Generalmente, sin embargo,
el anticuerpo aislado se preparard por al menos una etapa

de purificacién.
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El término “tratamiento” se refiere
tanto a tratamiento terapéutico como a medidas
profilacticas o preventivas. Aquellos en necesidad de
tratamiento incluyen los que ya padecen la enfermedad, asi
como aquellos en los gue se va a prevenir la enfermedad o
su recurrencia. Por lo tanto, el paciente a tratar en la
presente memoria puede haber sido diagnosticado como que
tiene la enfermedad o puede estar predispuesto o ser
susceptible a la enfermedad. Los términos ‘“paciente” vy
“sujeto” se usan de forma intercambiable en la presente

memoria.

El anticuerpo que se formula es sustancialmente puro e
idealmente sustancialmente homogéneo (es decir, libre de
proteinas contaminantes, etc.). Un anticuerpo
“sustancialmente puro” significa una composicidén que
comprende al menos aproximadamente el 90% de anticuerpo en
peso, basédndose en el peso total de la proteina en la
composicidén, al menos aproximadamente el 95% o el 97% en
peso. Un anticuerpo “sustancialmente homogéneo” significa
una composicién que comprende proteina en la que al menos
aproximadamente el 99% en peso de la proteina es un
anticuerpo especifico, por ejemplo, anticuerpo anti-o4p7,
basadndose en el peso total de la proteina.

La expresidn ‘“remisidén clinica”, como se usa en la
presente memoria con referencia a sujetos con colitis
ulcerosa, se refiere a una puntuacidén de Mayo completa de 2
o menos puntos y ninguna subpuntuacidén individual superior

a 1 punto. La “remisién clinica” de la enfermedad de Crohn

-
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se refiere a una puntuacién de CDAI de 150 puntos o

menos.

Una ‘“respuesta clinica”, como se usa en la presente
memoria con referencia a sujetos con colitis ulcerosa, se
refiere a una reduccidén en la puntuacidén de Mayo completa
de 3 o més puntos y del 30% de la basal (o una puntuacién
de Mayo parcial de 2 o mads puntos y del 25% o més de la
basal, si no se realizd la puntuacidén de Mayo completa en
la visita) con una disminucidén acompafiante en la
subpuntuacidén de sangrado rectal de 1 o mas puntos o una
puntuacién de sangrado rectal absoluta de 1 o menos puntos.
Una “respuesta clinica”, como se usa en la presente memoria
con referencia a sujetos con enfermedad de Crohn, se
refiere a wuna disminucidén de 70 puntos o mas en la
puntuacién de CDAI desde la basal (semana 0).

La “cicatrizacién de la mucosa”, como se usa en la
presente memoria con referencia a sujetos con colitis
ulcerosa, se refiere a una subpuntuacidén endoscdpica de 1
punto o menos.

-Como se usa en la presente memoria, el “fracaso de
tratamiento” se refiere al empeoramiento de la enfermedad,
a la necesidad de medicaciones de rescate o intervencidén
quirGrgica para el tratamiento de la colitis ulcerosa o de
la enfermedad de Crohn. Una medicacidén de rescate es
cualquier nueva medicacidédn o cualquier aumento en la dosis
de una medicacidén basal necesario para tratar sintomas de
colitis wulcerosa o enfermedad de Crohn nuevos o© no

resueltos (distinta de antidiarreicos para el control de la
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diarrea crénica).

Formulaciones

Como se describe en la presente memoria, se ha
descubierto que los anticuerpos anti-a4f7 son altamente

estables cuando estdn en una formulacidn seca, por ejemplo,
liofilizada, c¢on azlGcar no reductor en exceso (en base
molar). En particular, se muestra en la presente memoria
que las formulaciones liofilizadas en las que la proporcidn
de azlcar no reductor respecto al anticuerpo anti-a4f7
(moles:moles) es superior a 600:1, son estables durante al
menos 2 afios.

La presente invencién proporciona, en un primer
aspecto, una formulacidén de anticuerpo anti-a4f37 estable.
En un aspecto, la formulacién comprende un un tampdén, al
menos un estabilizante y un anticuerpo anti-a4f7. En un
aspecto, una formulacidén seca comprende uno o més azlcares
no reductores y un anticuerpo anti-a4f7, en la que la
proporcién de azGcar no reductor respecto a anticuerpo
anti-a4f7 (moles:moles) es superior a 600:1. La formulacidn

también comprende uno o mas aminodcidos libres. Uno o més
de los aminodcidos también pueden actuar como tampdédn. En un
aspecto, uno o mids de los aminodcidos pueden actuar como
estabilizante. La formulacidén puede comprender
opcionalmente ademds al menos un tensioactivo. En una
realizacién, la formulacidén estd seca, por ejemplo,

liofilizada. El anticuerpo en la formulacidédn puede ser un
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anticuerpo de longitud completa o un fragmento de

unién al antigeno del mismo, tal como un fragmento Fab, Fv,

scFv, Fab’ o F(ab'),.

La formulacién puede contener cualquier azlcar no
reductor deseado. En un aspecto, los azlcares no reductores
que pueden incluirse en la formulacién incluyen, por
ejemplo, manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa, rafinosa,
estaquiosa, melezitosa, dextrano, maltitol, lactitol,
isomaltulosa, palatinit y combinaciones de estos. En otro
aspecto, los azlcares no reductores son sacarosa,
trehalosa, manitol y sorbitol. La cantidad absoluta de
azlicar no reductor en la formulacién no es critica, pero la
propércién de azficar no reductor respecto a anticuerpo
anti-a4p7 (moles:moles) es superior a 400:1 En otro
aspecto, la proporcién de azlGcar no reductor respecto a
anticuerpo anti-a4p7 (moles:moles) es de al menos
aproximadamente 600:1; al menos aproximadamente 625:1; al
menos aproximadamente 650:1; al menos éproximadamente
675:1, al menos aproximadamente 700:1; al menos
aproximadamente 750:1, al menos aproximadamente 800:1, al
menos aproximadamente 1000:1, al menos aproximadamente
1200:1, al menos aproximadamente 1400:1, al menos
aproximadamente 1500:1, al menos aproximadamente 1600:1, al
menos aproximadamente 1700:1, al menos aproximadamente
1800:1, al menos aproximadamente 1900:1 o al menos
aproximadamente 2000:1. Generalmente, es deseable que el

azlicar no reductor esté presente en una cantidad que
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reduzca la formacidén de agregados solubles en una
formulacidn liquida, tal como la formacidn de agregados que
se produce tras la congelacién y descongelacidén y/o el
secado y reconstitucién. Una proporcidén de azaicar no
reductor respecto a anticuerpo anti-a4p7 (moles:moles)
superior a aproximadamente 730:1 puede proporcionar una
formacién de agregados solubles ligeramente reducida en el
estado liofilizado. La proporcién en peso de
azlcar:proteina puede ser superior a 1,5:1 (p/p). En otro
aspecto, las concentraciones de azlcar no reductor para
formulaciones liquidas (por ejemplo, pre-secado o post-
reconstitucidn) estdn en el intervalo de aproximadamente 10
mM a aproximadamente 1 M, por ejemplo, de aproximadamente
60 mM a aproximadamente 600 mM, de aproximadamente 100 mM a
aproximadamente 450 mM, de aproximadamente 200 mM a
aproximadamente 350 wM, dé aproximadamente 250 mM a
aproximadamente 325 mM, y de aproximadamente 275 mM a
aproximadamente 300 mM. En otro aspecto, las cantidades de
azlGcar no reductor en una formulacidén seca (por ejemplo,
liofilizada) estédn en el intervalo de aproximadamente el
40% a aproximadamente el 70% (p/p de formulacidén seca). En
otro aspecto, las cantidades de azlcar -no reductor en una
formulacién seca (por ejemplo, 1liofilizada) estén en el
intervalo de aproximadamente el 40% a aproximadamente el
60%, de aproximadamente el 45% a aproximadamente el 55% o
de aproximadamente el 51% (p/p). En otros aspectos, la
cantidad de azlicar no reductor en una formulacidén seca (por

ejemplo, liofilizada) es superior a aproximadamente el 51%
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(p/p de formulacidén seca) cuando la cantidad de
proteina es de aproximadamente el 31% (p/p de formulacién
seca) o superior a aproximadamente una proporcidén de masa
de azficar no reductor respecto a proteina en la formulacidn
seca de 1,6:1. En todavia otro aspecto mids, la sacarosa es
el azGcar no reductor para su uso en la formulaciédn.\

La formulacién puede contener cualquier aminodcido
libre deseado, que puede estar en la forma L, la forma D o
cualquier mezcla deseada de estas formas. En un aspecto,
los aminodcidos libres gque pueden incluirse en 1la
formulacién incluyen, por ejemplo, histidina, alanina,
arginina, glicina, dcido glutéamico, serina, lisina,
triptdéfano, valina, cisteina y combinaciones de los mismos.
Algunos aminodcidos pueden estabilizar las proteinas frente
a la degradacidén  durante la fabricacién, secado,
liofilizacidén y/o almacenamiento, por ejemplo, a través de
enlaces de hidrégeno, puentes salinos, propiedades
antioxidantes o interacciones hidréfobas, o por exclusién
de la superficie de la proteina. Los aminodcidos pueden
actuar como modificadores de la tonicidad o pueden actuar
para disminuir la viscosidad de la formulacidén. En otro
aspecto, los aminoacidos libres, tales como vhistidina Yy
arginina, pueden actuar como crioprotectores Yy
lioprotectores, y no cristalizan cuando se liofilizan como
componentes de la formulacién. Los aminocdcidos libres,
tales como &cido glutédmico e histidina, en solitario o en
combinacién, pueden actuar como agentes tamponantes en

solucidén acuosa en el intervalo de pH de 5 a 7,5. En
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todavia otro aspecto mds, la formulacidn contiene
histidina o histidina y arginina. En todavia un aépecto
adicional, las concentraciones de aminodcidos libres para
formulaciones liguidas estéan en el intervalo de
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 0,5 M, por ejemplo
de aproximadamente 15 mM a aproximadamente 300 mM, de
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 200 mM o de
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 150 mM,
aprokimadamente 50 mM o aproximadamente 125 mM. En todavia
un aspecto adicional més, las cantidades de histidina en
una formulacidn seca (por ejemplo, liofilizada) estén en el
intervalo de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 10%
(p/p de formulacidébn seca), o de aproximadamente el 3% a
aproximadamente el 6% (p/p). En algunas realizaciones, la
cantidad de histidina en una formulacidn seca (por ejemplo,
liofilizada) es superior a aproximadamente el 4% (p/p de la
formulacién seca) cuando la cantidad de proteina es de
aproximadamente el 31% (p/p de 1la formulacidén seca) o
superior a aproximadamente una proporcién de masa de
histidina respecto a proteina en 1la formulacidén seca de
0,15:1. En todavia otro aspecto mas, las cantidades de

arginina en una formulacidn seca (por ejemplo, liofilizada)

estdn en el intervalo de aproximadamente el 4% a
aproximadamente el 20% (p/p de formulacidédn seca), o de
aproximadamente el 10% a aproximadamente el 15% (p/p). En

algunas realizaciones, 1la cantidad de arginina en una
formulacién seca (por ejemplo, liofilizada) es superior a

aproximadamente el 13% (p/p de la formulacién seca) cuando
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la cantidad de proteina es de aproximadamente el 31%
(p/p de la formulacién seca) o superior a aproximadamente
una proporcidén de masa de arginina respecto a proteina en
la formulacién seca es de 0,4:1. En realizaciones de
combinaciones de aminodcidos, tales como histidina Yy
arginina, la proporcién molar de aminodcido total respecto
a proporcidén anticuerpo puede ser de al menos 200:1, de
aproximadamente 200:1 a aproximadamente 500:1, o de al
menos 400:1.

La formulacién puede contener opcionalmente ademas al
menos un tensiocactivo. En un aspecto, los tensiocactivos que

pueden incluirse en la formulacién incluyen, por ejemplo,
polisorbato 20, polisorbato 80, un poloxdmero (Pluronic®)

y combinaciones de los mismos. Cuando estd presente, el
tensioactivo se incluye generalmente en una cantidad que
reduce la formacidén de agregados insolubles de anticuerpo,
por ejemplo, durante el embotellado, la congelacidén, el
secado, la liofilizacién y/o la reconstitucién. La
concentracién de tensicactivo, por ejemplo, en una
formulacién pre-seca (por ejemplo, 1liofilizada) o post-
reconstitucién es generalmente de aproximadamente el
0,0001% a aproximadamente el 1,0%, de aproximadamente el
0,01% a aproximadamente el 0,1%, por ejemplo, de
aproximadamente el 0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%,
0,07%, 0,08,% o 0,09% (p/v), del 0,05% al 0,07% o 0,06%
(p/v). La cantidad de tensicactivo, por ejemplo, en una
formulacidén seca (por ejemplo, liofilizada), es

generalmente de aproximadamente el 0,01% a aproximadamente
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el 3,0% (p/pP), de aproximadamente el 0,10% a

aproximadamente el 1,0%, por ejemplo de aproximadamente el
0,15%, 0,20%, 0,25%, 0,30%, 0,35%, 0,40% o 0,50% (p/p).
En otro aspecto, la proporcidén molar de

tensiocactivo:anticuerpo es de aproximadamente 1:1. El
anticuerpo anti-a4f7 puede estar presente en cualquier
cantidad deseada en la formulacidén, con tal de que la
proporcidén de azGcar no reductor respecto al anticuerpo
anti-a4f7 (moles:moles) sea superior a aproximadamente
600:1. Sin embargo, la formulacién puede contener una alta
concentracién de anticuerpo anti-oa4f7. Por ejemplo, las

formulaciones liquidas .puéden comprender al menos
aproximadamente 10 mg/ml, al wmenos aproximadamente 20
mg/ml, al menos aproximadamente 30 mg/ml, al menos
aproximadamente 40 mg/ml, al menos aproximadamente 50
mg/ml, al menos aproximadamente 60 mg/ml, al menos
aproximadamente 70 mg/ml, al menos aproximadamente 80
mg/ml, al menos aproximadamente 90 mwmg/ml, al menos

aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 40 mg/ml a

aproximadamente 80 mg/ml de anticuerpo anti-a4f37,

aproximadamente 60 mg/ml de anticuerpo anti-o4f7. Las

formulaciones secas (por ejemplo, 1liofilizadas) pueden

o°

contener al menos aproximadamente el 5%, al menos
aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 15%, al
menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el

25%, al menos aproximadamente el 30%, o aproximadamente el

31% o aproximadamente el 32% de anticuerpo anti-o4B7 en
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peso.

S8i se desea, la formulacidén puede comprender ademds un
quelante de metal y/o un antioxidante, asi como otros
excipientes farmacéuticamente aceptables. Los quelantes de
metales adecuados incluyen, por ejemplo, metilamina,
etilendiamina, desferoxamina, trientina, histidina, malato,

compuestos de fosfonato, por ejemplo, &cido etidrénico,

acido etilendiaminotetraacético (EDTA) , dcido
etilenglicoltetraacético (EGTA) Yy similares. Los
antioxidantes adecuados incluyen, por ejemplo, 4&cido

citrico, &cido 1rico, 4&cido ascdrbico, &cido 1lipoico,
glutatidén, tocoferol, caroteno, licopeno, cisteina vy
similares.

La formulacidén puede ser un liquido o un sdélido. Las
formulaciones liquidas pueden ser soluciones o suspensiones
acuosas preparadas en un disolvente acuoso adecuado, tal
como agua o una mezcla acuosa/organica, tal como mezclas de
agua-alcohol. Las formulaciones liquidas pueden tener un pH
de entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,5, de
entre aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,0 o de entre
aproximadamente 6,0 y 6,5, tal como de aproximadamente 6,0,
6,1, 6,2, 6,3, 6,4 0 6,5. Las formulaciones liquidas pueden
ser refrigeradas (por ejemplo, 2-8°C) o congelarse (por
ejemplo, a -20°C o -80°C) para su almacenamiento.Las
formulaciones sélidas pueden prepararse de cualquier forma
adecuada y puede estar en forma de una torta o polvo, por
ejemplo. La formulacidén sdélida se prepara por secado de una

formulacidén liquida como se describe en 1la presente
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memoria, por ejemplo, por liofilizacidn, secado  por
pulverizacidn, secado por aire en una pelicula (por ejemplo
para administracidén transdérmica), mezcla en una emulsidn
lipidica y secado como esferas para administracidén oral o
pelicula para administracidén transdérmica. Cuando la
formulacién es una formulacidn sélida, la formulacidn puede
tener un contenido de humedad de no més de aproximadamente
el 5%, no mas de aproximadamente el 4,5%, no mas de
aproximadamente el 4%, no mds de aproximadamente el 3,5%,
no mads de aproximadamente el 3%, no mas de aproximadamente
el 2,5%, no mids de aproximadamente el 2%, no mds de
aproximadamente el 1,5%, no mas de aproximadamente el 1%, o
ser sustancialmente anhidra. Las formulaciones sélidas
pueden disolverse, es decir, reconstituirse, en un medio o©
disolvente adecuado para convertirse en un liquido adecuado
para su administracidédn. Los disolventes adecuados para la
reconstitucién de 1la formulacién sélida incluyen agua,
solucidén salina isotdnica, tampdn, por ejemplo, solucidén
salina tamponada con fosfato, solucidén de Ringer (lactato o
dextrosa), medio minimo esencial, soluciones de
alcohol/acuosas, solucidén de dextrosa, etc. La cantidad de
disolvente puede dar como resultado una concentracidén de
proteina terapéutica superior, igual o inferior a 1la

concentracién antes del secado. En un aspecto, la
concentracién de anticuerpo anti-a4B7 reconstituido es 1la

misma concentracidn que en la formulacidn liquida previa al
secado.

La formulacidén puede ser estéril vy esto puede

49
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conseguirse de acuerdo con los procedimientos conocidos
por los expertos para dgenerar formulaciones farmacéuticas
estériles adecuadas para su administracidn a sujetos
humanos antes de o después de la preparacidén de la
formulacién. La formulacidén puede esterilizarse como un
liquido, por ejemplo, antes del secado y/o después de la
reconstitucidén, por filtracidn a través de poros pequefios,
a través de un procesamiento aséptico o por exposicién a

radiacién wultravioleta. Los tamafios de poro de filtro
pueden ser de 0,1 um o 0,2 pm para filtrar microorganismos

o de 10 a 20 nm para filtrar particulas de virus. Como
alternativa, o ademds, en la formulacidén seca puede
esterilizarse, por ejemplo, por exposicidén a radiacién

gamma. En un aspecto, la formulacién liquida de anticuerpo
anti-a4p7 se esteriliza por filtracidn antes del secado.

En un aspecto, la formulacién es estable al
almacenamiento. En otro aspecto, la formulacidn es estable
al almacenamiento en el estado seco. La estabilidad puede
ensayarse para evaluar la estabilidad fisica, la
estabilidad quimica vy/o la actividad Dbioldgica del
anticuerpo en la formulacién alrededor del momento de la
formulacidén, asi como después del almacenamiento a las
temperaturas sefialadas. La estabilidad fisica y/o quimica
de una formulacién liguida o un polvo seco reconstituido
puede evaluarse cualitativamente y/o cuantitativamente de
una diversidad de formas diferentes (véase, por ejemplo,
Analytical Techniques for Biopharmaceutical Development,

Rodriguez-Diaz et 41. eds. Informa Healthcare (2005)),
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incluyendo la evaluacidén de la formacidén de agregados
(por ejemplo, usando cromatografia de exclusidn por tamafio
(o filtracidén en gel) (SEC), espectrometria de masas de
ionizacidén por desorcidn con léser asistida por matriz-
tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) ultracentrifugacidén
analitica, dispersidén de luz (espectfoscopia de correlacidn
de fotones, dispersién de luz dindmica (DLS), dispersidén de
luz laser multidngulo (MALLS)), formacién de im&genes
microscdpicas basada en flujo, recuento de la impedancia
electrdnica (coulter), oscurecimiento de luz u otro gistema
de recuento de particulas 1liquidas, por medicidén de la
turbidez, por centrifugacidén en gradiente de densidad y/o
por inspeccidén visual); por evaluacidén de la heterogeneidad
de carga usando cromatografia de intercambio catidnico
(véase también Vlasak e Ionescu, Curr. Pharm. Biotechnol.
9: 468-481 (2008) y Harris et d41. J. Chromatogr. B Biomed.
Sci. Appl. 752: 233-245 (2001)), concentracidn isoeléctrica
(IEF), por ejemplo, técnica capilar (cIEF) o electroforesis
zonal capilar; andlisis de secuencia amino-terminal o
carboxi-terminal; analisis espectrométrico de masas;
andlisis de SDS-PAGE o SEC para comparar el anticuerpo
fragmentado, intacto y multimérico (es decir, dimérico,
trimérico, etc.); mapa peptidico (por ejemplo, triptico o
LYS y similares); evaluacién de la actividad bioldégica o de
la funcidén de unidén a antigeno del anticuerpo; y similares.

La actividad bioldgica o la funcidén de unién al antigeno,
por ejemplo, la unién del anticuerpo anti-a4f7 a MAdCAM

(por ejemplo, MAACAM-1) o la inhibicién de la unién de una
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célula que expresa la integrina o4f37 a MAdCAM (por

ejemplo, MAdCAM-1), por ejemplo, MAJdCAM inmovilizada (por
ejemplo, MAdCAM-1), puede evaluarse usando diversas
técnicas disponibles para el experto en la materia (véase,
por ejemplo, Soler et &1., J. Pharmacol. Exper. Ther. 330:
864-875 (2009)).

La estabilidad de una formulacién en estado sdlido
también puede evaluarse cualitativamente y/o
cuantitativamente de una diversidad de formas diferentes,
incluyendo ensayos directos, tales como identificacién de
la estructura cristalina por Difraccidén de Rayos X de Polvo
(XRPD) ; evaluacidén de la estructura de anticuerpo en el
estado s6lido usando Espectroscopia Infrarroja Transformada
de Fourier (FTIR); y medicién de transiciones térmicas en
el s6lido 1liofilizado (fusidn, transicidén vitrea, etc.)
usando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), (por
ejemplo, para evaluar 1la desnaturalizacidén) y ensayos
indirectos tales como medicidén del contenido de humedad
mediante el ensayo de Karl Fisher, por ejemplo, para
extrapolar la probabilidad de inestabilidad quimica a
través de 1la hidrdélisis. La medicién del contenido de
humedad de wuna formulacién seca puede indicar cdémo de
probable es que una formulacidén experimente una degradacidn
quimica o fisica, conduciendo una mayor humedad a méas
degradacién.

La estabilidad puede medirse a una temperatura
seleccionada durante un periodo de tiempo seleccionado. En

un aspecto, una formulacién seca (por ejemplo, liofilizada)
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es estable a aproximadamente 40°C, HR del 75% durante al
menos aproximadamente 2-4 semanas, al menos aproximadamente
2 meses, al menos aproximadamente 3 meses, al menos
aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 9 meses,
al menos aproximadamente 12 meses o al menos
aproximadamente 18 meses. En otro aspecto, la formulacidén
(liquida o seca (por ejemplo, licofilizada)) es estable a
aproximadamente 5°C y/o 25°C y HR del 60% durante al menos
aproximadamente 3 meses, al menos aproximadamente 6 meses,
al menos aproximadamente 9 meses, al menos aproximadamente
12 meses, al menos aproximadamente 18‘ meses, al menos
aproximadamente 24 meses, al menos aproximadamente 30
meses, al menos aproximadamente 36 meses o al menos
aproximadamente 48 meses. En otro aspecto, la formulacién
(liquida o seca (por ejemplo, liofilizada)) es estable a
aproximadamente -20°C durante al menos aproximadamente 3
meses, al menos aproximadamente 6 meses, al menos
aproximadamente 9 meses, al menos aproximadamente 12 meses,
al menos aproximadamente 18 meses, al menos aproximadamente
24 meses, al menos aproximadamente 30 meses, al menos
aproximadamente 36 meses, al menos aproximadamente 42 meses
o al menos aproximadamente 48 meses. Ademds, la formulacidn

ligquida puede ser estable en algunas realizaciones después

~de la congelacidén (a, por ejemplo, -80°C) y descongelacidn,

por ejemplo, después de 1, 2 o 3 ciclos de congelacidn y
descongelacién.
La 1inestabilidad puede implicar uno o wmas de

cualquiera de: agregacidn (por ejemplo, agregacidédn soluble
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no covalente (causada por interacciones hidréfobas o
de «carga), agregacién soluble covalente (por ejemplo,
reorganizacién/desorden de enlaces disulfuro), agregacidn
insoluble (causada por desnaturalizacidén de la proteina en
las superficies de contacto liquido/aire 3%
liquido/s6lido)), desamidacidén (por ejemplo, desamidacidén
de Asn), oxidacién (por ejemplo, oxidacién de Met),
isomerizacidn (por ejemplo, isomerizacién de  Asp),
desnaturalizacidn, recorte/hidrélisis/fragmentacidn (por
ejemplo, fragmentacién de la regidén bisagra), formacidn de
succinimida, extensidén N-terminal, procesamiento C-
terminal, diferencias de glicosilacién y similares.

Una formulacién estable puede contribuir a una baja

inmunogenicidad de un anticuerpo anti-a4f37. Un anticuerpo

anti-a4pB7 inmunogénico puede conducir a una respuesta de

anticuerpo humano anti-humano (HAHA) en sujetos o pacientes

humanos. Los pacientes que desarrollan una respuesta de
HAHA contra un anticuerpo anti-a4B7 pueden tener

acontecimientos adversos (por ejemplo, reaccidn de sitio de

infusién) tras el tratamiento o pueden eliminar el
anticuerpo anti-a4f7 rédpidamente, dando como resultado una
menor dosis que la planeada por tratamiento. Un informe
(Feagen et &l. (2005) N. Engl. J. Med. 352: 2499-2507) de
estudio temprano de un tratémiento con anticuerpo anti-a4f7

indicdé que se desarrollaban anticuerpos humanos anti-humano
hacia la semana 8 en el 44% de los pacientes tratados. E1

anticuerpo en este estudio se almacend como un liquido y no
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contenia ningGn polisorbato.

En algunas realizaciones, la formulacidén puede
aumentar la proporcidén de pacientes negativos para HAHA a
al menos el 40%, a al menos el 50%, a al menos el 60%, a al
menos el 70%, a al menos el 80% o al menos el 90% de los
pacientes en comparacién con los resultados de HAHA de una
formulacién menos estable.

En algunas realizaciones, una formulacidén de

anticuerpo anti-a4PB7 tiene 250% de isoforma principal

cargada, >55% de isoforma principal cargada o del 65 al 70%
de isoforma principal cargada. En otros aspectos, una
formulacién de anticuerpo anti-oa4f7 estable tiene <45% de

isoformas cargadas A&cidas, =<40% de isoformas cargadas
dcidas, <30% de isoformas cargadas &acidas o del 22 al 28%

de isoformas Acidas. En otros aspectos mas, una formulacidn
de anticuerpo anti-a4p7 estable tiene =25% de isoformas

béasicas, <20% de isoformas basicas, <15% de isoformas
bédsicas, aproximadamente el 5% de isoformas Dbésicas o

aproximadamente el 10% de isoformas bésicas. En un aspecto,
una formulacidén de anticuerpo anti-oa4f7 estable tiene 2>55%

de isoforma principal, =30% de isoformas &cidas y/o <20% de

isoformas basicas, por ejemplo, seglin se determind por CEX.

En otro aspecto, una formulacién de anticuerpo anti-o4f7

estable tiene >50% de isoforma principal, <45% de isoformas

dcidas y/o <10% de isoformas basicas, por ejemplo, segln se
determind por cIEF.

En algunos aspectos, una formulacién sbélida seca de

95
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anticuerpo anti-a4fB7 tiene <10% de contenido de

humedad, <5% de contenido de humedad o <2,5% de contenido
de humedad. El tiempo necesario para la reconstitucidén es
<60 minutos, =50 minutos o 540 minutos o <30 minutos o <20
minutos.

El contenido monomérico y/o contenido de agregados
(por ejemplo, como dimeros, trimeros, tetrameros,
pentdmeros, oligbmeros y agregados de orden superior), es
decir, en la formulacidén liquida o en la formulacidén seca
luego de la reconstitucidén puede medirse por SEC, MALDI-TOF
MS, ultracentrifugacidén analitica, dispersidén de luz (DLS o
MALLS) o medicién a nanoescala, tal como andlisis de
seguimiento de nanoparticulas NTA, NanoSight Ltd,
Wiltshire, Reino Unido). La resolucién, caracterizacién y
cuantificacién de agregados puede conseguirse de varias
formas, incluyendo aumentar la longitud de la separacidn de
la columna de SEC, por ejemplo, mediante una columna mas
larga o por unidén en serie de una segunda o mads columnas de
SEC en linea con 1la columna de SEC analitica inicial,
complementando la cuantificacién por SEC de mondmeros con
dispersién de luz o usando NTA.

En una realizacidén, wuna formulacidén de anticuerpo

anti-a437 tiene 290% de anticuerpo monomérico, 295% de

[}

anticuerpo monomérico o del 97 al 99% de anticuerpo

monomérico. En otra realizaciédn, la mayoria del material en
una formulacién de anticuerpo anti-a4f7 tiene un radio
promedio de <20 nm, <15 nm, <10 nm, o de aproximadamente 5

a aproximadamente 7 nm. En un aspecto, una formulacidén de

96
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anticuerpo anti-o4f7 tiene >80% de cantidad de cadena

pesada mas ligera por andlisis de proteina. En un aspecto,

existe >90% de cadena pesada mas ligera. En otro aspecto,
una formulacidén de anticuerpo anti-oa4p7 tiene <10% de
agregado, <5% de agregado, <£2,5% de agregado, <£1,5% de
agregado, <£1,0% de agregado o <£0,5% de agregado. En otro
aspecto, una formulacién de anticuerpo anti-oa4f7 estable
tiene 296% de mondmero y/o <£2,5% de agregado. En otro

aspecto méas, una formulacién de anticuerpo anti-oa4f7

estable tiene aproximadamente el 99% de mondmero Yy/o
aproximadamente <1% de agregado.

Los tamafios de particula, por ejemplo, de agregados o
excipiente no disuelto, es decir, en 1la formulacidén
reconstituida pueden medirse por oscurecimiento de luz (por
ejemplo, sistema de recuento de particulas liquidas (HIAC)
por Hach Ultra Analytics (Grants Pass, OR)), microscopia,
contador coulter, o un sistema basado en formacidén de
imdgenes wmicroscdpicas (por ejemplo, basado en flujo)
digitales, tal como formacién de imagen microfluidica (MFI)

por Brightwell (Ottawa, CA) o analizador de particulas por
imagen FLOWCAM® por Fluid Imaging Technologies (Yarmouth,
ME). En un aspecto, el tamafio de particula en una
preparacién de anticuerpo anti-o4P7 es de aproximadamente

30 um, aproximadamente 25 pm, aproximadamente 10 um,

aproximadamente 5 um, aproximadamente 2 pm o 1 um O menos.

La cantidad de particulas deberia minimizarse en las

o
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formulaciones de anticuerpo. En un aspecto, la

formulacién de anticuerpo anti-a4p7 tiene menos de 6000

particulas de 210 pum y menos de 600 particulas de 225 um de

didmetro en una dosis (Farmacopea de los Estados Unidos
Cap. 788, método de recuento por oscurecimiento de luz; la
mitad de 1las cantidades por un método de cuantificacidén
microscdpica). En otro aspecto més, una cantidad de
particulas por mililitro, por ejemplo, por medicidén
mediante MFI, en una dosis de una formulacidén de anticuerpo

anti-a4f7, por ejemplo, una formulacidén reconstituida es de

aproximadamente 500 a aproximadamente 2000 o de

aproximadamente 1000 a aproximadamente 3000 de particulas

de 2-10 pm por ml, de aproximadamente 50 a aproximadamente
350 de particulas =10 pm por ml y de aproximadamente 0 a

aproximadamente 50 de particulas 225 um por ml.
En una realizacidén, una formulacién de anticuerpo

anti-a4f7 tiene una afinidad de unidén de aproximadamente el

60% a aproximadamente el 140% del anticuerpo anti-a4f7
patrén de referencia. En un aspecto, un anticuerpo anti-

04P7 en una formulacidén descrita en la presente memoria se

une a a4fB7, por ejemplo, en una célula (documento

W098/06248 o Patente de Estados Unidos N° 7.147.851), a un
valor de aproximadamente el 80% a aproximadamente el 120%

del patrén de referencia. En otra realizacidn, una
formulacién de anticuerpo anti-oa4f7 tiene la capacidad de

inhibir al menos el 50%, © al menos el 60% de la unidén de
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una célula que expresa la integrina o4f7 a MAdCAM ,

por ejemplo, MAdCAM-1, una quimera de MAdCAM-Ig (véase la
Publicacidén de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
20070122404, también para ejemplos de patrdn de
referencia) .

Como se ha seflalado anteriormente, la congelacidn de
la formulacidn se contempla especificamente en la presente
memoria. Por lo tanto, la formulacidn puede ensayarse para
determinar su estabilidad a la congelacidén Yy
descongelacién. Por consiguiente, el anticuerpo en una
formulacién liquida puede ser estable tras la congelacidn y
dgscongelacién de la formulacidn, por ejemplo, el
anticuerpo puede ser estable después de uno, dos, tres,
cuatro, cinco o més ciclos de congelacidn/descongelacidn.

En algunas realizaciones, la formulacién es una
formulacidén liguida gque comprende al menos aproximadamente

50 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml de anticuerpo anti-
a4B7, un agente tamponante (por ejemplo, histidina) y al

menos aproximadamente el 9% (p/p) de azlcar no reductor

(por ejemplo, sacarosa, trehalosa o manitol). En una
realizacidn, la formulacidén comprende de al menos
aproximadamente 50 a aproximadamente 80 mg/ml,

aproximadamente 60 mg/ml de anticuerpo anti-oa4f7, un agente

tamponante (por ejemplo, histidina), un aminocdcido 1libre
(por ejemplo, arginina) y al menos aproximadamente el 9% o
10% (p/p) de azGcar no reductor (por ejemplo, sacarosa,
trehalosa o manitol)..

En otra realizacidn, la formulacidn comprende al menos
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aproximadamente 60 mg/ml de anticuerpo anti-a4f7, un

agente tamponante (por ejemplo, histidina), un aminoacido
libre (por ejemplo, arginina) y al menos aproximadamente el
10% (p/p) de azGcar no reductor (por ejemplo, sacarosa,
trehalosa o© manitol). En dichas realizaciones, la
concentracién de tampdn es de aproximadamente 15 a
aproximadamente 75 mM, de aproximadamente 25 a
aproximadamente 65 mM, o© de aproximadamente 50 mM. La
concentracidén de aminodcido libre es de aproximadamente 50
a aproximadamente 250 mM, de aproximadamente 75 a
aproximadamente 200 mM, de aproximadamente 100 a
aproximadamente 150 mM o de aproximadamente 125 mM.

En una realizacién, la formulacidén es una formulacidn
seca gélida (por ejemplo, una formulacidén 1liofilizada),

que comprende una mezcla de un azlGcar no reductor, un
anticuerpo anti-a4f7, histidina, arginina y polisorbato 80
y la proporcién molar de azlcar no reductor respecto a
anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) es superior a 600:1.

En otra realizacidn, la formulacidn es amorfa, sdlida,
seca (por ejemplo, una formulacidén 1liofilizada), que

comprende una mezcla de un azlcar no reductor, un
anticuerpo anti-o4pB7, histidina, arginina y polisorbato 80,
y la proporcién molar de azlcar no reductor respecto a
anticuerpo anti-oa4B7 (moles:moles) es superior a 600:1.

En una realizacidén, la formulacidén es una formulacidn

liofilizada que comprende un azlcar no reductor, un

anticuerpo anti-a4f7, histidina, arginina y polisorbato 80,
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y la proporcién molar de azlcar no reductor respecto
a anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) en la formulacidn es

superior a 600:1.

En una realizacién, la formulacién es una formulacidn

liofilizada que comprende un azGcar no reductor, un
anticuerpo anti-ou4f7, histidina, arginina y polisorbato 80,
en la que la proporcidén molar de azltcar no reductor
respecto a anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) en la
formulacidén es superior a 600:1 y la proporcién molar de
arginina respecto a anticuerpo anti-o4p7 (moles:moles) en

la formulacidn es superior a 250:1.
En una realizacidn, la formulacidén es una formulacidn

liquida y comprende al menos aproximadamente 60 mg/ml de
anticuerpo anti-oa4f7, al menos aproximadamente el 10% (p/v)
de azlcar no reductor y al menos aproximadamente 125 ﬁM de
uno o mas aminodcidos libres.

En una realizacidn, la formulacidén es una formulacidn
liquida y comprende al menos aproximadamente 60 mg/ml de
anticuerpo anti-oa4f7 al menos aproximadamente el 10% (p/v)
de azlcar no reductor y al menos aproximadamente 175 mM de
uno o méds aminodcidos libres.

En una realizacién, la formulacién es una formulacidén
liquida y comprende entre aproximadamente 60 mg/ml vy
aproximadamente 80 mg/ml de anticuerpo anti-o4f7, un agente
tamponante y al menos aproximadamente el 10% (p/p) de

azlcar.

En una realizacidén, la formulacidén es una formulacién

S



10

15

20

25

59
liquida y comprende entre aproximadamente 60 mg/ml vy

aproximadamente 80 mg/ml de anticuerpo anti-a4f7, histidina

y al menos aproximadamente el 10% (p/p) de sacarosa.

En una realizacidén, la formulacidédn se liofiliza y esta
almacenada como una sola dosis en uno vial. El vial se
almacena de forma deseable a aproximadamente 2-8 °C hasta
que se administre a un sujeto que lo necesite. El1 vial
puede ser, por ejemplo, un vial de 20 o 50 cc (por ejemplo,
para una dosis de 60 mg/ml). El1 vial puede contener al
menos aproximadamente 120 mg, , al menos aproximadamente
180 mg, al menos aproximadamente 240 mg, al menos
aproximadamente 300 mg, al menos aproximadamente 360 mg, al

menos aproximadamente 540 mg, o al menos aproximadamente

900 mg de anticuerpo anti-o4f7. En un aspecto, el vial

contiene aproximadamente 300 mg de anticuerpo anti-a4fp7.

Uno o mAs vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables distintos tales como los
descritos en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 21* Edicidn, Hendrickson, R. Ed. (2005) pueden
incluirse en la formulacién con tal de que no afecten
adversamente a las caracteristicas deseadas de la
formulacidén. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes
aceptables no son tdxicos para los destinatarios a 1las
dosificaciones y concentraciones empleadas e 1incluyen;
agentes tamponantes adicionales; codisolventes;
antioxidantes incluyendo Acido ascbdrbico y metionina;
agentes quelantes tales como EDTA; complejos de metales

(por ejemplo, complejos de Zn-proteina) ; polimeros

©2
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biodegradables tales como poliésteres; conservantes

y/o contraiones formadores de sales tales como sodio.

Anticuerpos a4p7

Los anticuerpos anti-oa4f7 adecuados para su uso en las

formulaciones incluyen anticuerpos de cualquier fuente
deseada, tales como anticuerpos totalmente  humanos,
anticuerpos murinos, anticuerpos de conejo y similares, y
cualgquier anticuerpo obtenido por ingenieria genética
deseado, tal como anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados y similares. Los fragmentos de unién al
antigeno de cualquiera de estos tipos de anticuerpos, tales
como fragmentos Fab, Fv, scFv, Fab’ y F(ab’), también son

adecuados para su uso en las formulaciones.

El anticuerpo anti-oa4p7 puede unirse a un epitopo en

la cadena o4 (por ejemplo, MAb 21.6 humanizado (Bendig et
dl., Patente de Estados Unidos N° 5.840.299)), en la cadena
B7 (por ejemplo, FIB504 o un derivado humanizado (por

ejemplo, Fong et &l., Patente de Estados Unidos N°

7.528.236)), o a un epitopo combinatorio formado por la
asociacién de la cadena o4 con la cadena B7. En un aspecto,
el anticuerpo se une a un epitopo combinatorio en el
complejo a4f7, pero no se une a un epitopo en la cadena a4
o la cadena (7 a menos que las cadenas estén asociadas
entre si. La asociacidén de la integrina o4 con la integrina
B7 puede crear un epitopo combinatorio, por ejemplo,

aproximando los restos presentes en ambas cadenas que en

N
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conjunto comprenden el epitopo, o} exponiendo

conformacionalmente en una cadena, por ejemplo, la cadena
de integrina o4 o la cadena de integrina 7, un sitio de
unién epitdépico que sea 1inaccesible a la unién de

anticuerpo en ausencia del compafiero de integrina apropiado

o en ausencia de 1la activacién de integrina. En otro

aspecto, el anticuerpo anti-a4f7 se une tanto a la cadena
de integrina a4 como a la cadena de integrina B7 y, por lo
tanto, es especifico para el complejo de integrina o4f7.
Dichos anticuerpos pueden unirse a a4P7 pero no unirse a
04Bl y/o no unirse a oyf7, por ejemplo. En otro aspecto, el

anticuerpo anti-a4Pf7 se une al mismo o sustancialmente al

mismo epitopo que el anticuerpo Act-1 (Lazarovits, A. I. et
dl., J. Immunol., 133(4): 1857-1862 (1984), Schweighoffer
et d1., J. Immunol., 151(2): 717-729, 1993; Bednarczyk et
gl., J. Biol. Chem., 269(11): 8348-8354, 1994). La linea
celular de hibridoma murino ACT-1, gque produce el
anticuerpo monoclonal Act-1 murino, se depositd bajo las
estipulaciones del Tratado de Budapest el 22 de agosto de
2001, en nombre de Millennium Pharmaceuticals, Inc., 40
Landsdowne Street, Cambridge, Mass. 02139, Estados Unidos,
en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, 10801
University Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209, Estados

Unidos, con el N° de Acceso PTA-3663. En otro aspecto, el

anticuerpo anti-a4B7 es un anticuerpo humano o una proteina

de unidén a a4P7 que usa las CDR proporcionadas en la
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Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°

2010/0254975.

En un aspecto, el anticuerpo anti-oa4f7 inhibe la unién

de o4PB7 a uno o mads de sus ligandos (por ejemplo, la

adresina de la mucosa, por ejemplo, MAdCAM (por ejemplo,
MAdCAM-1), fibronectina y/o adresina vascular (VCAM)). Se
describen MAJdCAM de primate en la publicacién PCT WO
96/24673, cuyo contenido completo se incorpora en la

presente memoria mediante esta referencia. En otro aspecto,
el anticuerpo anti-a4fB7 inhibe la unién de «a4PB7 a MAQCAM
(por ejemplo, MAJCAM-1) y/o- fibronectina sin inhibir la
unién de VCAM.

En un aspecto, los anticuerpos anti-oa4f7 para su uso

en las formulaciones son versiones humanizadas del
anticuerpo Act-1 de ratdén. Se conocen bien en la técnica

métodos adecuados para preparar anticuerpos humanizados. En
general, el anticuerpo anti-oa4f7 humanizado contendrd una

cadena pesada que contiene las 3 regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada (CDR, CDR1, SEC ID N°:
8, CDR2, SEC ID N°: 9 y CDR3, SEC ID N°: 10) del anticuerpo
Act-1 de ratdén y regiones flanqueantes de cadena pesada
humana adecuadas; y también contiene una cadena ligera que
contiene las 3 CDR de cadena ligera (CDR1l, SEC ID N°: 11,
CDR2, SEC ID N°: 12 y CDR3, SEC ID N°: 13) del anticuerpo
Act-1 de ratdn y regiones flanqueantes de cadena ligera
humana adecuadas. El anticuerpo Act-1 humanizado puede

contener cualquier regidén flanqueante humana adecuada,
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incluyendo regiones flangueantes de consenso,
con o sin sustituciones de aminodcidos. Por ejemplo, uno o
mds de los aminocdcidos de regidén flanqueante pueden
sustituirse con otro aminodcido, tal como el aminodcido en
la posicidén correspondiente en el anticuerpo Act-1 de

ratén. La regidén constante humana o porcidén de la misma, si

estd presente, puede proceder de las cadenas ligeras kx o A
y/o las cadenas pesadas y (por ejemplo, vy1, y2, Y3, v4)., W,

o, (por ejemplo, al, o2), & o & de anticuerpos humanos,

incluyendo variantes alélicas. Puede seleccionarse una
regién constante particular (por ejemplo, IgGl), variante o
porciones de la misma para confeccionar la funcidn
efectora. Por ejemplo, puede incorporarse una regidén
constante mutada (variante) en una proteina de fusidn para
minimizar la unién a receptores de Fc y/o la capacidad para
fijar el complemento (véase por ejemplo, Winter et 4&l1.,
documento GB 2.209.757 B; Morrison et 4l., documento WO
89/07142; Morgan et 4l1., documento WO 94/29351, 22 de
diciembre de 1994). Se describieron versiones humanizadas
de anticuerpo Act-1 en las publicaciones PCT n° W098/06248
y W007/61679, incorporandose el contenido completo de cada
una de ellas en la presente memoria mediante esta
referencia.

En otro aspecto, los anticuerpos humanizados anti-a4f7
para su uso en la formulacidén comprenden una regidn
variable de cadena pesada que comprende los aminocdcidos 20

a 140 de la SEC ID N°: 2 y una regidén variable de cadena

ligera que comprende log aminodcidos 20 a 131 de la SEC ID

6G
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N°: 4, o los aminodcidos 21 a 132 de la SEC ID N°: 5. Si

se desea, puede estar presente una reglidn o regiones

constantes humanas adecuadas. Por ejemplo, el anticuerpo
anti-a4pB7 humanizado puede comprender una cadena pesada que

comprende los aminodcidos 20 a 470 de la SEC ID N°: 2 y una

cadena ligera que comprende los aminodcidos 21 a 239 de la
SEC ID N°: 5. En otro ejemplo, el anticuerpo anti-oa4f7

humanizado puede comprender una cadena pesada que comprende
los aminocdcidos 20 a 470 de la SEC ID N°: 2 y una cadena
ligera que comprende los aminodcidos 20 a 238 de la SEC ID
N°: 4. La Figura 4 muestra un alineamiento que compara las
cadenas ligeras genéricas de los anticuerpos humanos con
los anticuerpos murinos. El alineamiento ilustra que la
cadena ligera humanizada del vedolizumab (por ejemplo,
nimero de Registro del Chemical Abstract Service (CAS,
American Chemical Society) 943609-66-3), con dos restos de
ratén cambiados por restos humanos, es mds humana que la
cadena ligera de LDP-02 (Figura 3). Ademds, el LDP-02 tiene
la alanina flexible algo hidréfoba 114 y un sitio hidréfilo
(Aspartato 115) que se sustituye en el vedolizumab con 1la
treonina que contiene hidroxilo ligeramente hidréfila 114 y
el resto de valina hidrdéfobo potencialmente de cara hacia
el interior 115.

Las sustituciones adicionales en 1la secuencia de
anticuerpo pueden ser, por ejemplo, mutaciones en las
regiones flanqueantes de cadena pesada y ligera, tales como
una mutacién de isoleucina a valina en el resto 2 de la SEC

ID N°: 14; una mutacidén de metionina a valina en el resto 4

i
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de la SEC ID N°: 14; una mutacidn de alanina a

glicina en el resto 24 de la SEC ID N°: 15; una mutacidn de
arginina a lisina en el resto 38 de la SEC ID N°: 15; una
mutacién de alanina a arginina en el resto 40 de la SEC ID
N°: 15; una mutacidn de metionina a isoleucina en el resto
48 de la SEC ID N°: 15; una mutacidn de isoleucina a
leucina en el resto 69 de la SEC ID N°: 15; una mutacidén de
arginina a valina en el resto 71 de la SEC ID N°: 15; una
mutacidén de treonina a isoleucina en el resto 73 de la SEC
ID N°: 15; o cualgquier combinacién de 1las mismas; Yy
sustitucidén de las CDR de cadena pesada con las CDR (CDR1,
SEC ID N°: 8, CDR2, SEC ID N°: 9 y CDR3, SEC ID N°: 10) del
anticuerpo Act-1 de ratdn; y sustitucidn de 1las CDR de
cadena ligera con las CDR de cadena ligera (CDR1, SEC ID
N°: 11, CDR2, SEC ID N°: 12 y CDR3, SEC ID N°: 13) del
anticuerpo Act-1-de ratén.

En algunas realizaciones, los anticuerpos humanizados
anti-oa4f7 para su uso en 1la formulacidén comprenden una

regién variable de cadena pesada que tiene una identidad de
secuencia de aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
con los aminodcidos 20 a 140 de la SEC ID N°: 2, y una
regidén variable de cadena ligera que tiene una identidad de
secuencia de aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
con los aminodcidos 20 a 131 de la SEC ID N°: 4 o los
aminodcidos 21 a 132 de la SEC ID N°: 5. La identidad de
secuencia de aminocdcidos puede determinarse wusando un
algoritmo de alineamiento de sécuencias adecuado, tal como

el sistema Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), usando
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los parametros por defecto. En una realizacidn, el
anticuerpo anti-o4f7 para su uso en la formulacidén es
vedolizumab (nOmero de Registro de CAS, American Chemical
Society, 943609-66-3).

También pueden usarse otros anticuerpos de a4f37 en las
formulaciones y regimenes de dosificacidén descritos en la
presente memoria. Por ejemplo, los anticuerpos de a4p7

descritos en el documento US 2010/0254975 (Amgen, Inc.),
incorporados por referencia en la presente memoria en su
totalidad, son adecuados para su uso en las formulaciones y
métodos de tratamiento de una enfermedad inflamatoria del

intestino en un individuo.
El anticuerpo anti-a4f37 puede producirse por expresidn

de secuencias de &acido nucleico que codifican cada cadena
en células vivas, por ejemplo, células en cultivo. Pueden
utilizarse una diversidad de sistemas de hospedador-vector
de expresidn para expresar las moléculas de anticuerpo de
la invencidn. Dichos sistemas de hospedador-expresidn
representan vehiculos mediante los que las secuencias
codificantes de interés pueden producirse y posteriormente
purificarse, pero también representan células que, cuando
se transforman o transfectan con las secuencias

codificantes de nucledtidos apropiadas, expresan un
anticuerpo anti-oa4B7 in situ. Estas incluyen, pero sin

limitacién, microorganismos tales como bacterias (por
ejemplo, E. coli, B. subtilis) transformados con vectores

de expresién recombinantes de ADN de bacteridéfago, ADN
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plasmidico o© ADN cosmidico que contienen secuencias
codificantes de anticuerpo; levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces, Pichia) transformadas con vectores de

expresién de levaduras recombinantes gue contienen
secuencias codificantes de anticuerpos; sistemas de células
de insecto infectadas con vectores de expresidén de virus
recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen
secuencias codificantes de anticuerpo; sistemas de células
vegetales infectadas con vectores de expresién de virus
recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de 1la
coliflor, cCaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o
transformadas con vectores de expresidén plasmidicos
recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen
secuencias codificantes de anticuerpo; o sistemas de
células de mamiferos (por ejemplo, células COS, CHO, BHK,
293, 3T3, NSO) que albergan construcciones de expresidén
recombinantes gue contienen promotores derivados del genoma
de células de mamifero (por ejemplo, promotor de
metalotioneina) o de virus de mamifero (por ejemplo, el
promotor tardio de adenovirus; el promotor 7.5K de virus
vaccinia). Por ejemplo, células de mamifero tales como
células de ovario de hamster chino (CHO), junto con un
vector tal como el elemento promotor del dgen tempfano
intermedio principal de citomegalovirus humano, es un
sistema de expresidén eficaz para anticuerpos (Foecking et
dl., Gene 45: 101 (1986); Cockett et d1., Bio/Technology 8:
2 (1990)). |

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse
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ventajosamente varios vectores de expresién
dependiendo del uso deseado para la molécula de anticuerpo
que se expresa. Por ejemplo, cuando se va a producir una
gran cantidad de dicha proteina, para la generacidén de
composiciones farmacéuticas de una molécula de anticuerpo,
pueden ser deseables vectores que dirijan la expresidn de
altos niveles de productos de proteina de fusidn que se
purifiquen facilmente. Dichos vectores incluyen, pero sin
limitacidén, el vector de expresidén en E. coli pUR278
(Ruther et &l1., EMBO J. 2: 1791 (1983)), en el que la
secuencia codificante de anticuerpo puede ligarse
individualmente en el vector en fase de lectura con la
regidn codificante de lac Z de modo que se produce una
proteina de fusidn; vectores pIN (Inouye e Inouye, Nucleic
Acids Res. 13: 3101-3109 (1985); Van Heeke y Schuster, J.
Biol. Chem. 24: 5503-5509 (1989)); y similares. También
pueden usarse vectores pGEX para expresar polipéptidos
extrafios como proteinas de fusidén con glutatidén S-
transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusién
son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de
células lisadas por adsorcidén y unidn a perlas de agarosa
con glutatidén de matriz, seguido de elucidn en presencia de
glutatidén libre. Los vectores pGEX estan disefiados para
incluir sitios de escisidén por proteasas de trombina o
factor Xa, de modo que el producto génico diana clonado
pueda liberarse del resto GST.

En un sistema de insecto, se usa el virus de la

poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como
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un vector para expresar genes extrafios. El virus

crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia

codificante de anticuerpo puede clonarse individualmente en

regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la
poliedrina) del virus y ponerse bajo el control de un
promotor de AcCNPV (por ejemplo, el promotor de poliedrina).

En células hospedadoras de mamifero pueden utilizarse
varios sistemas de expresidén basados en virus. En casos en
los que se usa un adenovirus como vector de expresidn, la
secuencia codificante de anticuerpo de interés puede
ligarse con un complejo de control de la
transcripcidén/traduccién de adenovirus, por ejemplo, el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen
quimérico puede insertarse después en el genoma de
adenovirus por recombinacién in vitro o in vivo. La
insercidén en una regidén no esencial del genoma viral (por
ejemplo, regién E1 o E3) dard como resultado un virus
recombinante que esg viable y capaz de expresar la molécula
de anticuerpo en hospedadores infectados (por ejemplo,
véase Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 355-359
(1984)). También pueden ser necesarias seflales de inicio
especificas para una traduccién eficaz de las secuencias
codificantes de anticuerpo insertadas. Estas seilales
incluyen el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes.
Ademéds, el coddén de inicio debe estar en fase con la fase
de lectura de 1la secuencia codificante deseada para
asegurar la traduccién del inserto completo. Estas seflales

de control de la traduccidn y codones de inicio exdgenos

2
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pueden ser de una diversidad de origenes, tanto naturales
como sintéticos. La eficacia de expresidén puede aumentarse
por la 1inclusién de elementos potenciadores de la
transcripcidén apropiados, terminadores de la transcripcidn,
etc. (véase Bittner et 41., Methods in Enzymol. 153: 51-544
(1987)) .

Ademds, puede seleccionarse una cepa de célula
hospedadora que module 1la expresién de 1las secuencias
insertadas, o que modifique y procese el producto génico de
la forma especifica deseada. Dichas modificaciones (por
ejemplo, glicosilacién) y procesamiento (por ejemplo,
escisibén) de productos proteicos pueden ser importantes
para la funcién de la proteina. Diferentes células
hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos Y
especificos para el procesamiento y la modificacidén post-
traduccional de proteinas y productos génicos. Pueden
seleccionarse lineas celulares o sistemas hospedadores
apropiados para asegurar la correcta modificacién vy
procesamiento de la proteina extrafia expresada. Con este
fin pueden usarse células hospedadoras eucariotas que
posean la maquinaria celular para un procesamiento
apropiado del transcrito primario, glicosilacién y
fosforilacidén del producto génico. Dichas células
hospedadoras de mamifero incluyen, pero sin limitacidn,
células de ovario de hamster chino (CHO), NSO, Hela, VERY,
de rifidn de cria de hamster (BHK), de rifién de mono (COS),
MDCK, 293, 3T3, WI38, de carcinoma hepatocelular humano

(por ejemplo, Hep G2), lineas celulares de cédncer de mama
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tales como, por ejemplo, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 y

T47D, y linea celular de gladndula mamaria normal tal como,
por ejemplo, CRL7030 y Hs578Bst.

La maquinaria de glicosilacidén de diferentes tipos
celulares puede producir anticuerpos con diferente
composicién de glicosilacidén que en otro tipo celular, o
ninguna glicosilacién, como con células bacterianas. En un

aspecto, los tipos celulares para la produccidén del
anticuerpo anti-oa4B7 son células de mamifero, tales como

células NSO o CHO. En un aspecto, las células de mamifero
pueden comprender la-eliminacién de una enzima implicada en
el metabolismo celular y el gen de interés exdgeno puede
unirse operativamente a una enzima de sustitucidén, por
ejemplo, en una construccién o vector para su introduccidn
en las células, por ejemplo, por transformacién o
transfeccién. La construccién o vector con el gen exdgeno
confiere a las células que alojan la construccidén o vector
una ventaja de seleccidén para fomentar la produccidn del
polipéptido codificado por el gen exdgeno. En una
realizacidén, las células CHO son células DG44 (Chasin y
Urlaub (1980) PNAS USA 77: 4216), que comprenden la
eliminacién o inactivacidén del gen de 1la dihidrofolato
reductasa. En otra realizacidn, las células CHO son células
CHO K1 que comprenden la eliminacidén o inactivacidén del gen
de la glutamina sintasa (véanse, por ejemplo, las Patentes
de Estados Unidos N° 5.122.464 o 5.827.739).
Formulaciones Sélidas

Las formulaciones sélidas de la invencidn se preparan
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generalmente por secado de una formulacién liquida.
Puede usarse cualquier método de secado adecuado, tal como
liofilizacidén o secado por pulverizacidén. La liofilizacidén
implica congelar una formulacidén liquida, habitualmente en
el recipiente que se wusarda para almacenar, enviar vy
distribuir la formulacidn (por ejemplo, un vial) o cartucho
(por ejemplo, un cartucho de una sola camara o de doble
cédmara) (Véase, por ejemplo, Gatlin y Nail en Protein
Purification Process Engineering, ed. Roger G. Harrison,
Marcel Dekker Inc., 317-367 (1994). Una vez gue se congela
la formulacidén, 1la presidn atmosférica se reduce y la
temperatura se ajusta para permitir la eliminacidén del
disolvente congelado, por ejemplo, por sublimacidén. Esta
etapa del proceso de liofilizacidén se denomina a veces
secado primario. S8i se desea, 1la temperatura puede
aumentarse entonces para eliminar cualquier disolvente que
esté todavia unido a la formulacidén seca por evaporacidn.
Esta etapa de proceso de licofilizacién se denomina a veces
secado secundario. Cuando la formulacidén ha alcanzado el
grado de sequedad deseado, el proceso de secado se concluye
y los recipientes se cierran herméticamente. La formulacidn
s6lida final se denomina a veces una “formulacién
liofilizada” o una “torta”. El1 proceso de 1liofilizacidén
puede realizarse usando cualguier equipamiento adecuado.
Esta disponible un equipamiento de 1liofilizacidén adecuado
de varias fuentes comerciales (por ejemplo, SP Scientific,
Stone Ridge, NY).

Pueden wusarse una diversidad de aparatos adecuados
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para secar formulaciones 1ligquidas para producir una
formulacidén sélida (por ejemplo, liofilizada). En general,
los expertos en la materia preparan formulaciones
liofilizadas usando una céamara cerrada herméticamente que
contiene baldaé sobre las que se ponen viales de la
formulacién liquida a secar. La temperatura de las baldas,
asi como la velocidad de enfriamiento y calentamiento
pueden controlarse, al igual que la presidén en el interior
de la camara. Se entenderid que diversos parametros de
proceso analizados en la presente memoria se refieren a
procesos realizados wusando este tipo de aparato. Los
expertos en la materia pueden adaptar facilmente 1los
parametros descritos en la presente memoria a otros tipos
de aparatos de secado si se desea.

Las temperaturas y la cantidad de vacio adecuados para
el secado primario y secundario pueden determinarse
fédcilmente por un experto en la materia. En general, la
formulacién se congela a una temperatura de aproximadamente
-30°C o menos, tal como -40°C o -50°C. La velocidad de
enfriamiento puede afectar la cantidad y al tamaifio de los
cristales de hielo en la matriz. El secado primario se
realiza generalmente a una temperatura que es
aproximadamente 10°C, aproximadamente 20°C, aproximadamente
30°C, aproximadamente 40°C o aproximadamente 50°C mas
cdlida que la temperatura de congelacidén. En un aspecto,

las condiciones de secado primario pueden ajustarse para
mantener el anticuerpo anti-o4f7 por debajo de la

temperatura de transicidén vitrea o temperatura de colapso
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de la formulacidén. Por encima de la temperatura de
colapso, la matriz congelada amorfa puede fluir (colapsar),
dando como resultado que las moléculas de proteina puedan
no estar rodeadas por una matriz sélida rigida y que las
moléculas de proteina puedan no ser estables en la matriz
colapsada. Ademds, la formulacién puede ser dificil de
secar completamente si se produce el colapso. Las mayores
cantidades de humedad resultantes en la formulacidén pueden
conducir a mayores velocidades de degradacidén de proteina y
a una disminucidén en la cantidad de tiempo que el producto
liofilizado puede almacenarse antes de que su calidad
disminuya hasta niveles inaceptables. En un aspecto, la
temperatura de balda y 1la presién de 1la céamara se
seleccionan para mantener la temperatura del producto por
debajo de 1la temperatura de colapso durante el secado
primario. La temperatura de transicidén vitrea de una
formulacidén congelada puede medirse por métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, por calorimetria diferencial de
barrido (DSC). La temperatura de colapso puede medirse por
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, microscopia
de secado por congelacién. La proporcidén de azlcar no
reductor respecto a proteina (moles:moles) y las cantidades
de otros componentes de la formulacién afectaridn a la
temperatura de transicidén vitrea y a la temperatura de
colapso. En algunas realizacionés, una temperatura de

transicidén vitrea para una formulacidén de anticuerpo de
04P7 es de aproximadamente -35°C a aproximadamente -10°C,

de aproximadamente -35°C a aproximadamente -25°C o de
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aproximadamente -35°C a aproximadamente -29°C. En

otra realizacidén, la temperatura de transicidén vitrea de
una formulacién de anticuerpo de o437 es de aproximadamente
-29°C. En algunas realizaciones, la temperatura de

transicién vitrea de una formulacidén de anticuerpo de a4p7

es de aproximadamente -30°C, aproximadamente -31°C,
aproximadamente -32°C, aproximadamente -33°C,
aproximadamente -34°C, aproximadamente -35°C o}
aproximadamente -36°C. En algunas realizaciones, una

temperatura de colapso de una formulacién de anticuerpo de
o4PB7 es de aproximadamente -30°C a aproximadamente 0°C, de

aproximadamente -28°C a aproximadamente -25°C o de
aproximadamente - -20°C a aproximadamente -10°C. En otra

realizacidén, la temperatura de colapso de una formulacidén
de anticuerpo de oa4f7 es de aproximadamente -26°C. Sin

limitarse ninguna a teoria en particular, cuanto més rapida
sea la velocidad de aumento gradual, mayor serd la
temperatura de colapso del producto. La etapa de secado
primario puede eliminar al menos el 50%, al menos el 60%,
al menos el 70% o mads del disolvente. En un aspecto, la

etapa de secado primario elimina més del 80% del disoclvente
de la formulacién de anticuerpo anti-a4f7.

El secado primario depende de la temperatura de balda
y de la presidn. Las condiciones para el secado primario
pueden determinarse empiricamente con la liofilizacidén bajo
parametros de proceso diferentes. El1 secado primario

también puede modelarse matemdticamente basdndose en la
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temperatura de producto. Las ecuaciones de transferencia
de masa y de calor (Milton, et al. (1997) PDA J of Pharm
Sci & Tech, 51: 7-16), acopladas con los conocimientos de
Rp vy Kv, permiten comprender la combinacidén e interaccidn
de 1las variables de entrada, incluyendo variables de
entrada de proceso tales como la temperatura de balda y la
presidén, vy las variables de. formulacidn gque estan
capturadas en el valor Rp. Estos modelos pueden contribuir
a determinar los pardmetros a usar para un proceso eficaz
basidndose en las limitaciones de la temperatura de producto

por la temperatura de colapso y la capacidad del equipo.

dm AN F,-F)

InPy=-G144 96/T,+ 24,0185

dt R,

Ecuacion 1 Ecuacion 2

do | dQ

—=AK (T -T —~—=AKA(T -T7)
dt A\J v((.s p) dif Av LA p)
Ecuacidon 3 Ecuacidén 4

La Ecuacidén 1 se refiere a la velocidad de sublimacidén
(dm/dt) durante el secado primario respecto al A&rea
transversal interna del recipiente (A;), la presidén de
vapor de hielo (P,), la presidén de la cémara (P.) y una
resistencia de transferencia de masa normalizada por el
drea para la torta y el tapdn (R, . La P, en la superficie
de contacto de sublimacién puede determinarse a partir de
la Ecuacidén 2, en la que P, se refiere a la temperatura del
hielo de producto en la superficie de contacto de

sublimacidén, que es una aproximacidén de la temperatura de
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producto (Tp) » que puede medirse con un termopar en
la parte inferior del vial o puede obtenerse de las
ecuaciones anteriores cuando se determinan 1las otras
variables. La Ecuacidén 3 se refiere a 1la velocidad de
transferencia de calor de la balda a los viales, en la que
A, es el é&rea del wvial, K, es el coeficiente de
transferencia de calor del vial, T, es la temperatura de la
balda y T, es la temperatura de producto. La Ecuacidn 4
acopla las ecuaciones de transferencia de calor y de masa,
en la que AH_, es el calor de sublimacién.

Como se observa a partir de las ecuaciones para el
secado primario, la temperatura de Dbalda (Tg) la
temperatura de producto (T,), la presién de la camara (P.),
la resistencia de transferencia de masa de la torta (R,) Yy
el coeficiente de transferencia de calor (K,) pueden
afectar a la velocidad de sublimacidn.

Una etapa opcional después de la congelacidén y antes
del secado primario es el atemperado. En esta etapa la
temperatura de balda del liofilizador se aumenta por encima
de 1la transicién vitrea de 1la formulacién durante un
periodo de tiempo corto, por ejemplo, de aproximadamente 2
a 6 horas, de aproximadamente 3 a 5 horas, o de
aproximadamente 4 horas, después la temperatura de balda se
disminuye de nuevo por debajo de 1la temperatura de
transicién vitrea de la formulacién. El1 atemperado puede
usarse para cristalizar agentes formadores de volumen y
para formar cristales de hielo mas grandes y mas uniformes.

El proceso de atemperado puede afectar al tiempo de

50
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reconstitucidén porque la torta seca atemperada tiene
un &area superficial superior gque la torta seca no

atemperada. Una etapa de atemperado de una formulacidén de
anticuerpo de a4p7 puede ser a de aproximadamente -30°C a

aproximadamente -10°C o de aproximadamente -25°C a

aproximadamente -15°C. En un aspecto, una temperatura de
atemperado para una formulacién de anticuerpo de a4f7 es de

aproximadamente -20°C.

El secado secundario se realiza generalmente a una
temperatura que estd por encima de la temperatura de
congelacién de la formulacién 1liquida. Por ejemplo, el
secado secundario puede realizarse a aproximadamente 10°C,
aproximadamente 20°C, aproximadamente 30°C, aproximadamente
40°C o aproximadamente 50°C. En un aspecto, la temperatura
para el secado secundario es la temperatura ambiental, por
ejemplo, 20-30°C. El1 tiempo para el secado secundario
deberia ser suficiente para reducir la cantidad de humedad
hasta <5%.

En otro aspecto, el ciclo de 1liofilizaciédn incluye
congelacidn a aproximadamente -45°C, atemperado a
aproximadamente -20°C, recongelacidén a aproximadamente -
45°C, secado primario a aproximadamente -24°C y 150 mTorr y
gecado secundario a aproximadamente 27°C y 150 mTorr.

La R, se ve afectada por el contenido de s&lidos del
DP congelado y por el historial térmico del DP (fases de
congelacidén, atemperado y recongelacidén) que afecta a 1la
estructura de poro de 1la torta. El1 historial térmico

también puede afectar a la fase de secado secundario, en la
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que un area superficial mayor puede contribuir a la
desorcidén de agua (Pikal, et al. (1990) Int. J. Pharm., 60:
203-217). Pueden ser parametros de proceso Utiles para
controlar durante las fases de liofilizacidédn primaria y
secundaria la_ temperatura de balda y la presién de la
camara durante cada fase del ciclo de secado.

Para el aumento a escala, la carga de la secadora por
congelacién y el contenido de sdélidos pueden afectar al
ciclo de secado. El tiempo de secado primario puede verse
afectado por el contenido de sélidos en la formulacidn. A
mayor contenido de sbélidos, por ejemplo, cuando las
concentraciones de sélidos globales (excipientes y/o
proteina) varian més del 10% p/v o mds del 15% p/v, por
ejemplo, una varianza del 50 al 100% de formulaciones cuyo
tiempo de secado se determina, el tiempo de secado puede
verse afectado. Por ejemplo, una formulacién de alto
contenido de sélidos puede tener un tiempo de secado mas
prolongado que una formulacién de bajo contenido de
sélidos. En algunas realizaciones, el porcentaje de uso de
la capacidad de la secadora por congelacidén puede variar de
aproximadamente el 25 a aproximadamente el 100%. A mayor %
de capacidad de carga, el tiempo de secado primario puede
aumentar hasta 2 veces en comparacidén con un % de capacidad
de carga menor. Las diferencias entre los tiempos de secado
primario a diferente % de carga aumentan a medida que
aumenta el contenido de s6lidos. En una realizacidn, el

contenido de sélidos es menor del 20-25% y la carga es del

25-100%.
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El tamarfio del vial puede seleccionarse
basandose en el Area superficial que estard expuesta a la
balda y al vacio durante la liofilizacién. El tiempo de
secado es directamente proporcional a la altura de la
torta, por lo tanto el tamafio del vial puede seleccionarse
basdndose en lo que se determine que es una altura de torta
razonable. Un vial con un gran didmetro respecto al volumen
puede proporcionar una cantidad elevada de contacto con la
balda para una transferencia de calor eficaz durante el
ciclo de liofilizacién. Una solucidén de anticuerpo diluida
en un gran volumen de liquido requerird més tiempo para el
secado. Debe encontrarse un equilibrio en el tamafio del
viai frente al volumen de formulacidén, porque los viales de
mayor tamafio pueden ser mas caros de almacenar y enviar y
pueden tener una mayor proporcién de espacio de cabeza
respecto a la formulacién y pueden exponer una elevada
proporcidén de la formulacién a los efectos degradantes de

la humedad durante el almacenamiento a largo plazo. Para
una dosis de 300 mg, la formulacidén de anticuerpo anti-oa4B7

puede tener un volumen de 3 ml, 5 ml, 6 ml, 10 ml, 20 ml,
50 ml o 100 ml antes de la liofilizacidén. En un aspecto, el
tamafio de vial es de 20 ml para una solucidén de 60 mg/ml en
una dosis de 300 mg.

Después de la liofilizacidén, el vial puede cerrarse
herméticamente, por ejemplo, taponarse, al vacio. Como
alternativa, puede introducirse un gas, por ejemplo, aire
seco o nitrdgeno, en el vial antes del cierre hermético.

Cuando preocupa la oxidacién, el gas introducido en la
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camara de liofilizacién puede comprender un gas gque
retrase o prevenga la oxidacién del producto liofilizado.
En un aspecto el gas es un gas no oxigenado, por ejemplo,
nitrégeno o un gas inerte, por ejemplo, helio, nedén, argdn,
kriptén o xenén. En otro aspecto, el gas es nitrdgeno o
argdén.

En algunas realizaciones, el volumen de la formulacién
de anticuerpo anti-a4P7 pre-liofilizacién es el mismo que
el volumen de solucidn reconstituida pre-administracidn.
Por ejemplo, una formulacién que es de aproximadamente 5,5

ml pre-liofilizacidén puede reconstituirse hasta un volumen

.~ de aproximadamente 5,5 ml mediante la adicién de una

cantidad de liquido, por ejemplo, agua o solucidén salina,
que tiene en cuenta el volumen de los sdélidos secos. En

otras realizaciones, puede ser deseable 1liofilizar la
formulacién de anticuerpo anti-wa4f7 en un volumen diferente
que el volumen de solucidn reconstituido. Por ejemplo, la
formulacién de anticuerpo anti-a4f7 puede liofilizarse como

una solucién diluida, por ejemplo 0,25x, 0,5x o 0,75x ¥y
reconstituirse hasta 1x mediante la adicién de menos
liquido, por ejemplo, el 75% menos, la mitad o el 25% menos
que el volumen pre-liofilizacidén. En una realizacidn, una
dosis de 300 mg puede liofilizarse como una solucidén de
anticuerpo 30 mg/ml en sacarosa al 5% y reconstituirse
hasta una solucién de anticuerpo 60 mg/ml en sacarosa al

10%. Como alternativa, la formulacién de anticuerpo anti-
o4PB7 liofilizada puede reconstituirse en una solucidn mas

diluida que la formulacidén pre-liofilizada.
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Tratamiento con la formulacidn de anticuerpo

En un aspecto, la invencién proporciona un método de
tratamiento de una enfermedad o trastorno en un sujeto que

comprende administrar a un sujeto la formulacién de
anticuerpo anti-oa4f7 descrita en la presente memoria en una

cantidad eficaz para tratar la enfermedad o trastorno, por
ejemplo, en seres humanos. El sujeto humano puede ser un
adulto (por ejemplo, de 18 o mas aflos de edad), un
adolescente o un nifio. El1 sujeto humano puede ser una
persona de 65 o mis aflos de edad. Al contrario que los
regimenes de dosificacidén terapéuticos alternativos, un
sujeto humano de 65 o mas aflos de edad no requiere ninguna
modificacién del régimen de dosificacidén descrito en la

presente memoria, y se le puede administrar la formulacién
de anticuerpo anti-a4PB7 convencional descrita en la

presente memoria.
El sujeto puede haber tenido una falta de respuesta
adecuada con, una pérdida de respuesta a, o haber sido

intolerante al tratamiento con wun inmunomodulador, un
antagonista de TNF-a o combinaciones de los mismos. EIL

paciente puede haber recibido previamente tratamiento con
al menos un corticosteroide (por ejemplo, prednisona) para
la enfermedad inflamatoria del intestino. Una respuesta
inadecuada a corticosteroides se refiere a signos vy
sintomas de enfermedad persistentemente activa a pesar de
un historial de al menos un régimen de induccidn de 4
semanas, que incluia una dosis eqﬁivalente a 30 mg de

prednisona diaria por via oral durante 2 semanas o por via
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intravenosa durante 1 semana. Una pérdida de

respuesta a corticosteroides se refiere a dos intentos
fallidos de disminuir progresivamente los corticosteroides
hasta por debajo de una dosis equivalente a 10 mg de
prednisona diaria por via oral. La intolerancia de
corticosteroides incluye un historial de sindrome de
Cushing, osteopenia/osteoporosis, hiperglucemia, insomnio
y/o infeccién.

Un inmunomodulador puede ser, por ejemplo, azatioprina
oral, 6-mercaptopurina o metotrexato. Una respuesta
inadecuada a un inmunomodulador se refiere a signos y
sintomas de enfermedad persistentemente activa a pesar de

un historial de al menos un régimen de 8 semanas O
azatioprina oral (21,5 wmg/kg), 6-mercaptopurina (20,75
mg/kg) o metotrexato (212,5 mg/semana). La intolerancia de

un inmunomodulador incluye, pero gin limitaciédn,
niuseas/vémitos, dolor abdominal, pancreatitis, anomalias
de LFT, linfopenia, mutacién genética de TPMT vy/o
infecciébn.

En un aspecto, el sujeto puede haber tenido una falta
de una respuesta adecuada con, pérdida de respuesta a, o

haber sido intolerante al tratamiento con un antagonista de

TNF-o.. Un antagonista de TNF-a es, por ejemplo, un agente
que inhibe la actividad bioldgica de TFN-o 0%

preferentemente se une a TNF-o, tal como un anticuerpo

monoclonal, por ejemplo, REMICADE (infliximab), HUMIRA

(adalimumab) , CIMZIA (certolizumab pegol) , SIMPONTI
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(golimumab) o wuna proteina de fusidén con receptor

circulante tal como ENBREL (etanercept). Una respuesta
inadecuada a un antagonista de TNF-o se refiere a signos y
sintomas de enfermedad persistentemente activa a pesar de
un historial de al menos un régimen de induccidén de 4

semanas de infliximab 5 mg/kg IV, 2 dosis separadas por al

menos 2 semanas; una dosis subcutédnea de 80 mg de

adalizumab, seguida de una dosis de 40 mg separada por al
menos dos semanas; © 400 mg por via subcutdnea de
certolizumab pegol, 2 dosis separadas por al menos 2
semanas. Una pérdida de respuesta a un antagonista de TNF-a
se refiere a la reaparicién de 1los sintomas durante la
dosificacién de mantenimiento después de un beneficio
clinico previo. La intolerancia de un antagonista de TNF-a
incluye, pero sin limitacidén, una reaccidén relacionada con
la infusién, desmielinizacidn, insuficiencia cardiaca
congestiva y/o infeccién.

Una pérdida del mantenimiento de la remisién, como se
usa en la presente memoria para sujetos con colitis
ulcerosa, se refiere a un aumento en la puntuacidén de Mayo
de al menos 3 puntos y una Puntuacién de Baron Modificada

de al menos 2.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona

formulaciones de anticuerpo anti-a4f37 que (1) pueden unirse
a la integrina a4f7 in vitro y/o in vivo; y (2) pueden

modular una actividad o funcién de una integrina a4f7, tal

como (a) la funcién de unidén (por ejemplo, la capacidad de

%
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la integrina a4B7 para unirse a MAJCAM (por

ejemplo, MAJdCAM-1), fibronectina y/o VCAM-1) y/o (b) la
funcién de infiltracién con leucocitos, incluyendo el
reclutamiento y/o la acumulacién de leucocitos en tejidos
(por ejemplo, la capacidad para inhibir la migracidén de
linfocitos hacia el tejido de la mucosa intestinal). En una

realizacidén, un anticuerpo en la formulacién puede unirse a

una integrina a4f7 y puede inhibir la unién de la integrina

04B7 a uno o mads de sus ligandos (por ejemplo, MAACAM (por

ejemplo, MAdCAM-1), VCAM-1, fibronectina), inhibiendo de
este modo la infiltracién con leucocitos de tejidos
(incluyendo el reclutamiento y/o 1la acumulacién de

leucocitos en tejidos). En otra realizacidn, un anticuerpo

en la formulacién puede unirse a una integrina a4f7 y puede

inhibir selectivamente la unién de la integrina a4f7 a uno

o mids de sus ligandos (por ejemplo, MAJCAM (por ejemplo,
MAdCAM-1), VCAM-1, fibronectina), inhibiendo de este modo
la infiltracién con leucocitos de tejidos (incluyendo el

reclutamiento y/o la acumulacidén de leucocitos en tejidos).
Dichas formulaciones de anticuerpo anti-a4f7 pueden inhibir
la adhesibén celular de células gque llevan una integrina
04B7 a células endoteliales vasculares en tejidos mucosos,

incluyendo tejidos asociados al intestino, drganos
linfoides o leucocitos (especialmente linfocitos tales como

células T o B) in vitro y/o in vivo. En otra realizacién

mds, la formulacidén de anticuerpo anti-a4f7 de la presente
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invencién puede inhibir 1la interaccién de  a4fB7 con

MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) y/o fibronectina. En todavia

otra realizacién més, la formulacién de anticuerpo anti-

04B7 de la presente invencidn puede inhibir la interaccidn

de 04PB7 con MAJCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) y/o fibronectina
selectivamente, por ejemplo, sin inhibir la interaccidén de

a4fp7 con VCAM.

Las formulaciones de anticuerpo anti-a4f7 de la

presente invencién pueden usarse para modular (por ejemplo,
inhibir (reducir o prevenir)) la funcién de unién y/o 1la

funcién de infiltracién con 1leucocitos (por ejemplo,
linfocitos, monocitos) de la integrina a4P7. Por ejemplo,
pueden administrarse inmunoglobulinas humanizadas que
inhiben la unién de la integrina a4f7 a un ligando (es

decir, uno o mas ligandos) de acuerdo con el método en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la infiltracién
con leucocitos (por ejemplo, 1linfocitos, monocitos) de
tejidos (incluyendo el reclutamiento y/o la acumulacidén de
leucocitos en tejidos), particularmente de tejidos que
expresan la molécula MAACAM (por ejemplo, MAJCAM-1).

Una cantidad eficaz de una formulacidén de anticuerpo
anti-a4P7 de la presente invencidén (es decir, una o mas) se

administra a un individuo (por ejemplo, un mamifero, tal
como un ser humano u otro primate) para tratar dicha
enfermedad. Por ejemplo, enfermedades inflamatorias,
incluyendo enfermedades que estdn asociadas con la

infiltracién con 1leucocitos del tracto gastrointestinal

&9
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(incluyendo el endotelio asociado al intestino),
otros tejidos mucosos o tejidos que expresan la molécula
MAACAM (por ejemplo, MAdJCAM-1) (por ejemplo, tejidos
asociados al intestino tales como vénulas de la lamina
propia del intestino delgado y grueso; y glandula mamaria
(por ejemplo, glandula mamaria en lactacidén)), pueden
tratarse de acuerdo con el presente método. De forma
similar, un individuo que tenga una enfermedad asociada con
la infiltracidén con leucocitos de tejidos como resultado de
la unién de leucocitos a células (por ejemplo, células
endoteliales) que expresen MAJCAM (por ejemplo, MAJCAM-1)

puede tratarse de acuerdo con la presente invencidn.

En una realizacién, las enfermedades que pueden
tratarse incluyen por consiguiente la enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD), tal como <colitis

ulcerosa, enfermedad de Crohn, ileitis, enfermedad celiaca,
Sprue no tropical, enteropatia asociada con artropatias
seronegativas, colitis microscdpica o colagenosa,
gastroenteritis eosindéfila o bursitis resultante después de
proctocolectomia y anastomosis ileocanal. Preferentemente,
la enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa. La colitis ulcerosa puede ser una
colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa. El
tratamiento puede dar como resultado la cicatrizacidn de la
mucosa en pacientes que padecen una colitis ulcerosa de
moderada a gravemente activa. El tratamiento también puede
dar como resultado una reduccidn, eliminacidn o reduccidén y

eliminacién del uso de corticosteroides por el paciente.
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La pancreatitis y 1la diabetes mellitus
insulinodependiente son otras enfermedades que pueden
tratarse usando las formulaciones de la invencidén. Se ha
descrito que el MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) se expresa
por algunos vasos en el pancreas exocrino de ratones NOD
(diabéticos no obesos), asi como de ratones BALB/c y SJL.
La expresidén de MAdCAM-1 se inducia seglGn se dice en el
endotelio en islotes inflamados del pancreas de los ratones
NOD, y el MAdCAM-1 era la adresina predominante expresada
por el endotelio de islotes de NOD en fases tempranas de
insulitis (Hanninen, A., et 4&l1., J. Clin. Invest., 92:

2509-2515 (1993)). El1 tratamiento de ratones NOD con
anticuerpos anti-MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) o anti B7

prevenia el desarrollo de diabetes (Yang et &I1., Diabetes,

46: 1542-1547 (1997)). Ademéds, se observd la acumulacidn de
linfocitos que expresaban «a4P7 dentro de los islotes, y el
MAdCAM-1 estaba implicado en la unidén de células de linfoma
mediante oa4PB7 a vasos de islotes inflamados (Hanninen, A.,

et 41., J. Clin. Invest., 92: 2509-2515 (1993)) o al tracto
gastrointestinal en el linfoma de células del manto
(Geissmann et 41., Am. J. -Pathol., 153: 1701-1705 (1998)).
Los ejemplos de enfermedades inflamatorias asociadas
con tejidos mucosos que pueden tratarse usando una
formulacidn de la invencién incluyen colecistitis,
colangitis (Adams y Eksteen Nature Reviews 6: 244-251
(2006) Grant et &l., Hepatology 33: 1065-1072 (2001)), por
ejemplo, colangitis esclerosante primaria, enfermedad de

Behcet, por ejemplo, del intestino, o pericolangitis

R/
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(conductos biliares y tejido circundante del higado) vy

enfermedad de injerto contra huésped (por ejemplo, en el

tracto gastrointestinal (por ejemplo, después de un
transplante de médula &sea) (Petrovic et al. Blood 103:
1542-1547 (2004)). Como se observa en la enfermedad de

Crohn, la inflamacidén con frecuencia se extiende mas alla
de la superficie de la mucosa, por consiguiente
enfermedades inflamatorias crbnicas tales como sarcoidosis,
gastritis crénica, por ejemplo, gastritis autoinmunitaria
(Katakai et 41., Int. Immunol., 14: 167-175 (2002)) y otras
afecciones idiopédticas pueden ser susceptibles de
tratamiento.

La invencién también se refiere a un método de inhibir
la infiltracién con leucocitos del tejido mucoso. La

invencién también se refiere a un método para tratar el
cidncer (por ejemplo, un tumor positivo para a4P7, tal como

un linfoma). Otros ejemplos de enfermedades inflamatorias
asociadas con tejidos mucosos que pueden tratarse usando
una formulacién de la invencidén incluyen mastitis (gléndula
mamaria) y sindrome de intestino irritable.

Las enfermedades o patdgenos cuyas etiologias

aprovechan la interaccién de MAdCAM (por ejemplo, MAJCAM-1)
con a4B7 pueden tratarse con un anticuerpo anti-o4p7 en una

formulacién descrita en la presente memoria. Los ejemplos
de dichas enfermedades incluyen trastornos de
inmunodeficiencia, tales como los causados por el virus de
la inmunodeficiencia humana (véase, por ejemplo, el

documento W0O2008140602) .
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" Una formulacién de 1la invencién se administra en

una cantidad eficaz que inhibe la unién de la integrina
04B7 a un ligando de la misma. Para terapia, una cantidad

eficaz serd suficiente para conseguir el efecto terapéutico
(incluyendo profiléctico) deseado (tal como una cantidad

suficiente para reducir o iwmpedir 1la wunién y/o 1la
seflalizacién mediada por la integrina 47, inhibiendo de

este modo la adhesién y la infiltracidén de leucocitos y/o

las respuestas celulares asociadas). Una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-a4PB7, por ejemplo, un titulo eficaz
suficiente para mantener la saturacidén, por ejemplo,
neutralizacién de integrina o4P7 puede inducir la respuesta

clinica o la remisién en la enfermedad inflamatoria del
intestino. Una formulacién de la invencidén puede
administrarse en una dosis unitaria o en mGltiples dosis.
La dosificacidédn puede determinarse por métodos conocidos en
la técnica y puede depender, por ejemplo, de la edad,
sensibilidad, tolerancia y bienestar global del individuo.
Los ejemplos de modos de administracidén incluyen vias
tépicas tales como la administracién nasal o por inhalacién
o transdérmica, vias enterales, tales como mediante una
sonda nasogidstrica o supositorio, y vias parenterales,
tales como la administracién intravenosa, intramuscular,
subcutdnea, intraarterial, intraperitoneal o intravitrea.
Las dosificaciones adecuadas para anticuerpos pueden ser de
aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 10,0 mg/kg de peso corporal por

tratamiento, por ejemplo, de aproximadamente 2 mg/kg a

793
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aproximadamente 7 mg/kg, de91aproximadamente 3 mg/kg a
aproximadamente 6 mg/kg, o de aproximadamente 3,5 a
aproximadamente 5 mg/kg. En realizaciones particulares, la
dosis administrada es de aproximadamente 0,3 mg/kg, de
aproximadamente 0,5 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg, de
aproximadamente 2 mg/kg, de aproximadamente 3 mg/kg, de
aproximadamente 4 mg/kg, de aproximadamente 5 mg/kg, de
aproximadamente 6 mg/kg, de aproximadamente 7 mg/kg, de
aproximadamente 8 mg/kg, de aproximadamente 9 mg/kg o de
aproximadamente 10 mg/kg.

La forma de dosificacidén final, por ejemplo, después de
la dilucién del anticuerpo reconstituido (por ejemplo, en

un sistema de infusidén de solucidén salina o dextrosa al 5%)

del anticuerpo anti-o4fB7puede ser de aproximadamente 0,5

mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml para su administracidn.

La

forma de dosificacién final puede estar a una concentracién

de entre aproximadamente 1,0 mg/ml y aproximadamente 1,4

mg/ml, de aproximadamente 1,0 mg/ml a aproximadamente 1,3

mg/ml, de aproximadamente 1,0 mg/ml a aproximadamente 1,2

mg/ml, de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 1,1 mg/ml,

de aproximadamente 1,1 mg/ml a aproximadamente 1,4 mg/ml,

de aproximadamente 1,1 mg/ml a aproximadamente 1,3 mg/ml,

de aproximadamente 1,1 mg/ml a aproximadamente 1,2 mg/ml,

de aproximadamente 1,2 mg/ml a aproximadamente 1,4 mg/ml,

de aproximadamente

de

La

aproximadamente

forma de

dosificacibén

1,2 mg/ml a aproximadamente 1,3 mg/ml, o
1,3 mg/ml a aproximadamente 1,4 mg/ml.
estar a una

final puede

concentracién de aproximadamente 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,0

A
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mg/ml, 1,1 mg/ml, de aproximadamente 1,2 mg/ml,

de aproximadamente 1,3 mg/ml, de aproximadamente 1,4 mg/ml,
de aproximadamente 1,5 mg/ml, de aproximadamente 1,6 mg/ml,
de aproximadamente 1,8 mg/ml o de aproximadamente 2,0
mg/ml. En una realizacidén, la dosis total es de 180 mg. En
otra realizacidén, la dosis total es de 300 mg. Una dosis de
anticuerpo anti-a4B7 de 300 mg puede diluirse en una
solucidén de dextrosa al 5% o solucidn salina de 250 ml para
su administracién.

En algunos aspectos, el régimen de dosificacién tiene
dos fases, una fase de induccién y una fase de
mantenimiento. En la fase de induccidén, el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo se administra de
tal manera que proporciona rapidamente una cantidad eficaz
del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo
adecuada para cilertos fines, tales como inducir
inmunotolerancia al anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo o para inducir una respuesta clinica y
mitigar los sintomas de la enfermedad inflamatoria del
intestino. Se puede administrar a un paciente un

tratamiento de fase de induccidén cuando se trata en primer
lugar mediante un anticuerpo anti-a4f7, cuando se trata

después de una larga ausencia de la terapia, por ejemplo,
mas de tres meses, mds de cuatro meses, mds de seis meses,

mads de nueve meses, mds de un afilo, mds de dieciocho meses o
mis de dos afios desde una terapia con anticuerpo anti-oa4f7
o durante la fase de mantenimiento de 1la terapia .con

anticuerpo anti-a4PB7 si ha habido una reaparicién de los
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sintomas de la enfermedad inflamatoria del intestino,
por ejemplo, una recidiva de la remisidén de la enfermedad.
En algunas realizaciones, el régimen de fase de induccidn
da como resultado una mayor concentracidn en suero valle
media, por ejemplo, la concentracidén justo antes de la
siguiente dosis, que 1la concentracién en suero valle en
estado estacionario media mantenida durante el régimen de
mantenimiento.

En la fase de mantenimiento, el anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo se administra de tal manera
que continfia la respuesta conseguida mediante la terapia de
induccidén con un nivel estable de anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo. Un régimen de mantenimiento
puede evitar la reaparicién de los sintomas o la recidiva
de la enfermedad inflamatoria del intestino. Un régimen de
mantenimiento puede proporcionar comodidad al paciente, por
ejemplo, ser un régimen de dosificacidén simple o requerir
desplazamientos infrecuentes para el tratamiento. En

algunas realizaciones, el régimen de mantenimiento puede
incluir la administracidén del anticuerpo anti-o4f7 o

fragmento de unidén al antigeno del mismo, por ejemplo, en
una formulacidén descrita en la presente memoria mediante
una estrategia seleccionada entre el grupo que consiste en
dosis baja, administracidén infrecuente, autoadministracidn
y una combinacién de cualgquiera de los anteriores.

En una realizacidén, por ejemplo, durante una fase de

induccién de 1la terapia, el régimen de dosificacién

proporciona una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-oa4f7

Ko
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o fragmento de unidén al antigeno en una formulacidn

descrita en la presente memoria para inducir la remisidén de
una enfermedad inflamatoria del intestino en un paciente

humano. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del

anticuerpo anti-a4fB7 es suficiente para conseguir de
aproximadamente 5 pg/ml a aproximadamente 60 pg/ml, de
aproximadamente 15 pg/ml a aproximadamente 45 pg/ml, de
aproximadamente 20 pg/ml a aproximadamente 30 upg/ml o de
aproximadamente 25 ug/ml a aproximadamente 35 ug/ml de

concentracién en suero valle media del anticuerpo anti-o4f7

al final de la fase de induccidén. La duracién de la fase de
induccidédn puede ser aproximadamente cuatro semanas,
aproximadamente cinco semanas, aproximadamente seis
semanas, aproximadamente siete semanas o aproximadamente
ocho semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, el
régimen de induccidén puede wutilizar wuna estrategia
seleccionada entre el grupo que consiste en dosis alta,

administracién frecuente y una combinacién de dosis alta y
administracién frecuente del anticuerpo anti-o4B7 o

fragmento de unién al antigeno del mismo, por ejemplo, en
una formulacidén descrita en la presente memoria. La
dosificacién de induccién puede ser wuna vez O© una
pluralidad de mas de una dosis, por ejemplo, al menos dos
dosis. Durante la fase de induccidén, una dosis se puede
administrar una vez al dia, dia si dia no, dos veces por
semana, una vez por semana, una vez cada diez dias, una vez

cada dos semanas O una vez cada tres semanas. En algunas

e



10

15

20

25

95

realizaciones, las dosis de inducciédn se administran en

el intervalo de las primeras dos semanas de terapia con el
anticuerpo anti-a4f7. En una realizacidén, la dosificacién

de induccidén puede ser una vez al inicio del tratamiento
(dia 0) y una vez aproximadamente dos semanas después del
inicio del tratamiento. En otra realizacidn, la duracidén de
la fase de induccidén es de seis semanas. En otra
realizacidn, la duracidn de la fase de inducciédn es de seis
semanas y se administra wuna pluralidad de dosis de
induccidén durante las primeras dos semanas.

En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando se
inicia el tratamiento de un paciente con enfermedad grave

inflamatoria del intestino (por ejemplo, en pacientes en
los que ha fracasado la terapia anti-TNFa), la fase de

induccidén necesita tener una duracidén mads larga que para
pacientes con una enfermedad leve o moderada. En algunas
realizaciones, la fase de induccidén para un paciente con
enfermedad grave puede tener una duracién de al menos 6
semanas, al menos 8 semanas, al menos 10 semanas, al menos
12 semanas 0 al menos 14 semanas. En una realizacidn, un
régimen de dosificacién de induccién para un paciente con
enfermedad grave pueden incluir una dosis en la semana 0
(inicio del tratamiento), una dosis en la semana 2 y una
dosis en la semana 6. En otra realizacidn, un régimen de
dosificacidén de induccidédn para un paciente con enfermedad
grave puede comprender una dosis en la semana 0 (inicio del
tratamiento), una dosis en la semana 2, una dosis en la

semana 6 y una dosis en la semana 10.
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En una realizacidn, por ejemplo, durante una fase de
mantenimiento de 1la terapia, el régimen de dosificacidn
mantiene una concentracién en suero valle en estado
estacionario media, por ejemplo, la concentracidén de meseta

justo antes de la siguiente dosis, de aproximadamente 5 a

aproximadamente 25 png/ml, de aproximadamente 7 a
aproximadamente 20 png/ml, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10 ug/ml, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 pg/ml, de aproximadamente 15 a

aproximadamente 25 ug/ml o de aproximadamente 9 a

aproximadamente 13 ug/ml de anticuerpo anti-oa4f7. En otra
realizacidén, el régimen de dosificacidén, por ejemplo,
durante una fase de mantenimiento de la terapia, mantiene

una concentracién en suero valle en estado estacionario

media de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 pg/ml, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 55 pg/ml, de
aproximadamente 30 a aproximadamente 45 pg/ml, de
aproximadamente 45 a aproximadamente 55 pug/ml o de
aproximadamente 35 a aproximadamente 40 pg/ml de anticuerpo

anti-a4B7.

La dosis puede administrarse una vez por semana, una
vez cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, una vez cada 4
semanas, una vez cada 6 semanas, una vez cada 8 semanas O
una vez cada 10 semanas. Una dosis superior o mas

frecuente, por ejemplo, una vez por semana, una vez cada 2

semanas, una vez cada 3 semanas o0 una vez cada 4 semanas

3
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puede ser util para inducir la remisidén de una

enfermedad activa o para tratar a un nuevo paciente, por
ejemplo, para inducir tolerancia al anticuerpo anti-a4f7.

Una dosis menos frecuente, por ejemplo, una vez cada 4
semanas, una vez cada 5 semanas, una vez cada 6 semanas,
una vez cada 8 semanas o una vez cada 10 semanas puede ser
atil para wuna terapia preventiva, por ejemplo, para
mantener la remisién de un paciente con una enfermedad
crénica. En un aspecto, el régimen de tratamiento es el
tratamiento a dia 0, aproximadamente en la semana 2,
aproximadamente en la semana 6 y cada 4 u 8 semanas después
de eso. En una realizacidén, el régimen de mantenimiento
incluye una dosis cada 8 semanas. En una realizacidn, en la
que un paciente en un régimen de mantenimiento de una dosis
cada ocho semanas experimenta una vuelta de un o més
sintomas de enfermedad, por ejemplo, tiene una recaida, la
frecuencia de dosificacidén puede aumentarse, por ejemplo, a
una vez cada 4 semanas.

La dosis puede administrarse al paciente en
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 25 minutos,
aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 35 minutos o
aproximadamente 40 minutos.

El régimen de dosificacién puede optimizarse para
inducir una respuesta clinica y la remisidén clinica en la
enfermedad inflamatoria del intestino del paciente. En
algunas realizaciones, el régimen de dosificacidén no altera
la proporcién de CD4 respecto a CD8 en el 1liquido

cefalorraquideo de los pacientes que reciben tratamiento.

©a
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En algunos aspectos, puede conseguirse una
remisién clinica duradera, por ejemplo, una remisidn
clinica que se mantiene durante al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro visgitas con un médico adjunto en un
periodo de seis meses o un afilo después de comenzar el
tratamiento, con un régimen de dosificacidén optimizado.

En algunos aspectos, puede conseguirse una respuesta
clinica duradera, por ejemplo, una respuesta clinica que se
mantiene durante al menos 6 meses, allmenos 9 meses, al
menos un afilo después del inicio del tratamiento, con un

régimen de dosificacidén optimizado.

En una realizacidén, el régimen de dosificacién
comprende una dosis inicial de 300 mg, una segunda dosis
posterior de 300 mg a aproximadamente dos semanas después
de la dosis inicial, una tercera dosis posterior de 300 mg

a aproximadamente seis semanas después de la dosis inicial,

seguida de una cuarta dosis y dosis posteriores de 300 mg.

cada cuatro semanas o cada ocho semanas después de 1la
tercera dosis posterior.

En algunas realizaciones, el método de tratamiento, la
dosis o el régimen de dosificacién reduce la probabilidad

de gue un paciente desarrolle una respuesta de HAHA contra
el anticuerpo anti-o4f7. E1 desarrollo de HAHA, por
ejemplo, segin se mide por anticuerpos reactivos al
anticuerpo anti-a4f7, puede aumentar el aclaramieﬁto del

anticuerpo anti-a4f7, por ejemplo, reducir la concentracidén

en suero del anticuerpo anti-a4f7, por ejemplo, disminuir

o/
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el nlimero de anticuerpo anti-o4f7 unido a integrina

04PB7, haciendo, por lo tanto, el tratamiento menos eficaz.

En algunas realizaciones, para prevenir HAHA, el paciente
se puede tratar con un régimen de induccidén seguido por un
régimen de mantenimiento. En algunas realizaciones no
existe interrupcién entre el régimen de induccidén y el
régimen de mantenimientc. En algunas realizaciones, el

régimen de induccién comprende administrar una pluralidad
de dosis de anticuerpo anti-a4PB7 al paciente. Para prevenir

HAHA, el paciente puede tratarse con una dosis inicial
elevada, por ejemplo, de al menos 1,5 mg/kg, al menos 2
mg/kg, al menos 2,5 mg/kg, al menos 3 mg/kg, al menos 5
mg/kg, al menos 8 mg/kg, al menos 10 wmg/kg o de
aproximadamente 2 | a aproximadamente 6 mg/kg, o
administraciones iniciales vfrecuentes, por ejemplo,
aproximadamente una vez por semana, aproximadamente una vez

cada dos semanas o aproximadamente una vez cada tres

semanas, de la dosis convencional cuando se comienza la
terapia con un anticuerpo anti-o4fB7. En algunas

realizaciones, el método de tratamiento mantiene al menos

el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%,

al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al
menos el 95% de los pacientes como negativos para HAHA. En
otras realizaciones, el método de tratamiento mantiene a
los pacientes como negativos para HAHA durante al menos 6
semanas, al menos 10 semanas, al menos 15 semanas, al menos
seis meses, al menos 1 aflo, al menos 2 afios o durante la

duracién de 1la terapia. En algunas realizaciones, 1los

>
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pacientes, o al menos el 30%, al menos el 40%, al
menos el 50% o al menos el 60% de los pacientes que

desarrollan HAHA mantienen un bajo titulo, por ejemplo,
<125 de anticuerpo anti-a4f7. En una realizacidn, el método

de tratamiento mantiene a al menos el 70% de los pacientes
como negativos para HAHA durante al menos 12 semanas
después del comienzo de la terapia con un anticuerpo anti-
a4B7.

La formulacidén puede administrarse a un individuo (por
ejemplo, un ser humano) en solitario o junto con otro
agente. Una formulacién de la invencién puede administrarse

antes, junto con o posterior a la administracidén del agente

adicional. En una realizacidén, se administra mads de una
formulacién que inhibe la unién de la integrina a4f7 a sus

ligandos. En dicha realizacidén, puede administrarse un
agente, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, tal como un
anticuerpo monoclonal anti-MAdCAM (por ejemplo, anti-
MAdCAM-1) o anti-VCAM-1. En otra realizacidn, el agente

adicional inhibe 1la wunién de 1leucocitos a un ligando
endotelial en una ruta diferente de la ruta de a4B7. Dicho

agente puede inhibir la unidén, por ejemplo, de linfocitos
que expresan receptor de quimiocina (motivo C-C) 9 (CCR9) a
quimiocina expresada en timo (TECK o CCL25), o© ser un
agente que impide la unién de LFA-1 a la molécula de
adhesién intercelular (ICAM). .Por ejemplo, un anticuerpo
anti-TECK o anti-CCR9 o un inhibidor molecular pequefio de
CCR9, tales como los inhibidores descritos en la

publicacién PCT WO03/099773 o W004/046092, o un anticuerpo
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anti-ICAM-1 o un oligonucledétido que impide

la expresién de ICAM, se administra ademds de una
formulacién de la presente invencidén. En otra realizacién
més, puede administrarse un ingrediente activo adicional
(por ejemplo, un compuesto antiinflamatorio, tal como
sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurina,
antiinflamatorios que contienen &cido 5-aminosalicilico,
otro compuesto antiinflamatorio no esteroideo, un compuesto
antiinflamatorio esteroideo o antibidticos comGnmente
administrados para el control de la IBD (por ejemplo,
ciprofloxacino, metronidazol) y otro agente biolégico (por
ejemplo, antagonistas de TNF alfa) junto con una
formulacién de la presente invencidn.

En una realizacién, la dosis de la medicacién
coadministrada puede disminuirse con el tiempo durante el

periodo de tratamiento mediante la formulacidn que
comprende el anticuerpo anti-a4f7. Por ejemplo, un paciente

que se esté tratando con un esteroide (por ejemplo,
prednisona, prednisolona) al comienzo, o antes del
tratamiento con la formulacidén de anticuerpo anti-a4f7
experimentaria un régimen | de dosis decrecientes de
esteroide comenzando tan pronto como a las 6 semanas de
tratamiento con la formulacidén de anticuerpo anti-a4P7. La
dosis de esteroide se reducird en aproximadamente el 25% en
el plazo de 4-8 semanas de iniciarse 1la disminucidn
progresiva, en el 50% a las aproximadamente 8-12 semanas y
el 75% a las aproximadamente 12-16 =semanas de la

disminucién progresiva durante el tratamiento con la

04
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formulacién de anticuerpo anti-a4PB7. En un aspecto,

hacia aproximadamente las 16-24 semanas de tratamiento con
la formulacién de anticuerpo anti-a4PB7, la dosis de

esteroide puede eliminarse. En otro ejemplo, un paciente
que se esté tratando con un compuesto antiinflamatorio, tal

como 6-mercaptopurina al comienzo o antes del tratamiento
con la formulacién de anticuerpo anti-o4f37 experimentaria

un régimen de dosis decrecientes de compuesto
antiinflamatorio similar al régimen de disminucién
progresiva para la dosificacidén de esteroide que se ha
sefialado anteriormente.

En una realizacidén, el método comprende administrar
una cantidad eficaz de una formulacién de la invencidén a un
paciente. Si la formulacidén est& en un estado sdélido, por
ejemplo, seco, el proceso de administracién puede
comprender una etapa de convertir la formulacién en un
estado liquido. En un aspecto, una formulacién seca puede
reconstitui;se, por ejemplo, mediante un liquido como se ha
descrito anteriormente, para su uso en la inyeccidn, por
ejemplo, inyeccidén intravenosa, intramuscular o subcuténea.
En otro aspecto, una formulacién sélida o seca puede
administrarse por via tdpica, por ejemplo, en un parche,
crema, aerosol o supositorio;

La invencidn también se refiere a un método para
tratar una enfermedad asociada con 1la infiltracién con
leucocitos de tejidos que expresan la molécula MAdCAM (por
ejemplo, MAdCAM-1). El método comprende administrar a un

paciente que lo necesite wuna cantidad eficaz de wuna

\65
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formulacién de anticuerpo anti-a4f7 de 1la invenciédn.

En una realizacidén, la enfermedad es 1la enfermedad de
injerto contra huésped. En algunas realizaciones, la
enfermedad es una enfermedad asociada con la infiltracidén

con leucocitos de tejidos como resultado de la unidén de
leucocitos que expresan la integrina oa4f7 al endotelio

asociado al intestino que expresa la molécula MAJCAM (por
ejemplo, MAdCAM-1). En otras realizaciones, la enfermedad
es gastritis (por ejemplo, gastritis eosindéfila o gastritis
autoinmunitaria), pancreatitis o diabetes mellitus
insulinodependiente. En otras realizaciones mas, la
enfermedad es colecistitis, colangitis o pericolangitis.

La invencidén también se refiere a un método para
tratar la enfermedad inflamatoria del intestino en un
paciente. En una realizacidn, el método comprende

administrar al paciente wuna cantidad eficaz de una
formulacién de anticuerpo anti-a4PB7 de la invencidén. En

algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria del
intestino es colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn. En
otras realizaciones, la enfermedad inflamatoria del
intestino es enfermedad celiaca, enteropatia asociada con
artropatias seronegativas, colitis microscdpica o
colagenosa, gastroenteritis (por ejemplo, gastroenteritis
eosindéfila) o bursitis.

En algunas realizaciones, el tratamiento con un
anticuerpo anti-o4f7 no altera la proporcidén de linfocitos

CD4:CD8. Las proporciones de CD4:CD8 pueden medirse en

sangre, aspirado de ganglio linfatico Yy ligquido

\06
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cefalorraquideo (LCR). Las proporciones de linfocitos

CD4+:CD8+ en LCR en individuos sanos son tipicamente
superiores a o iguales a aproximadamente 1. (Svenningsson
et 4l1., J. Neuroimmunol. 1995; 63: 39-46; Svenningsson et
4l1., Ann Neurol. 1993; 34: 155-161). Un inmunomodulador
puede alterar la proporcién de CD4:CD8 a menos de 1.

Articulos de fabricacidm

En otro aspecto, la invencién es un articulo de
fabricacién que contiene la formulacidn farmacéutica de la
presente invencidn y proporciona instrucciones para su uso.
El articulo de fabricacién comprende un recipiente. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos,
viales (por ejemplo, viales de doble cé&mara, un vial de
formulacién 1liquida con o sin una aguja, un wvial de
formulacién sélida con o sin un vial de 1liquido de
reconstitucién con o sin una aguja), jerihgas (tales como
jeringas de doble camara, jeringas precargadas) y tubos de
ensayo. El recipiente puede estar formado por una
diversidad de materiales tales como vidrio, metal o
plastico. El recipiente contiene la formulacidén, y una
etiqueta en o asociada con el recipiente puede indicar
instrucciones para su uso. En otra realizacidén, la
formulacién puede prepararse para su autoadministracidén y/o
contener instrucciones para su autoadministracidén. En un
aspecto, el recipiente que contiene la formulacidén puede
ser un vial de un solo uso. En otro aspecto, el recipiente
que contiene la formulacién puede ser un vial multiuso que

permita una administracién repetida (por ejemplo, de 2-6

\CA
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administraciones) de la formulacién, por ejemplo,
usando mids de una porcidén de una formulacidn reconstituida.
El articulo de fabricacién puede incluir ademds otros
materiales deseables desde el punto de vista comercial y
del usuario, incluyendo otros  tampones, diluyentes,
filtros, agujas, Jjeringas y prospectos con instrucciones
para su uso, como se ha sefilalado en la seccidén anterior.

Analisis clinico y de calidad

En otro aspecto, la invencidén es un método para
determinar que una formulacién farmacéutica satisface las
normas de calidad de producto. El método puede comprender
la evaluacién de una formulacién farmacéutica liofilizada
(por ejemplo, anticuerpo anti-a4B7 humanizado), que
comprende inspeccionar 1la formulacién para evaluar su
aspecto, determinar el tiempo reconstitucidén, determinar el
contenido de humedad de la formulacién liofilizada, medir
agregados en la formulacién 1liofilizada, medir la
fragmentacidn, medir la oxidacidén/desamidacidn v,
opcionalmente, evaluar la actividad y potencia biolégica,
en el que la obtencién de patrones predeterminados
demuestra que el producto estd indicado para uso clinico.

Los niveles de calidad aceptables incluyen <5,0% de
humedad, s40 minutos de tiempo de reconstitucidén, pH 6,3 +
0,3 de liquido reconstituido, concentracidén de anticuerpo
de 54,0 a 66,0 mg/ml, =255,0% de isoforma principal por CEX,
296,0% de mondmero por SEC, <2,5% de alto peso molecular
(agregados), =290% de cadenas H+L por SDS-PAGE, 60-140% de

la adhesidén patrén de referencia.

\
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La invencién se entenderd més completamente
por referencia a los ejemplos siguientes. Sin embargo, no
deberian interpretarse como limitantes del alcance de la
invencién. Todas las citas de bibliografia y patentes se
incorporan en la presente memoria por referencia.

PROTOCOLO DE DESARROLLO PARA PREPARAR LA FORMULACION

A. Solucién de anticuerpo anti-a4p7

Se descongelan a temperatura ambiente durante 16-24
horas frascos de preparacién de anticuerpo anti-a4B7 de
alta concentracidén congelada (vedolizumab, histidina 50 mM,
arginina 125 mM, polisorbato 80 al 0,06%, pH 6,3). Los
frascos descongelados se combinan en un recipiente de
preparacién de compuesto de acero inoxidable y se mezclan.
La preparacidén se diluye después con Tampén de Dilucidén A
(histidina 50 mM, arginina 125 mM, polisorbato 80 al 0,06%,
pH 6,3) hasta 80 mg/ml de vedolizumab y se mezcla. Después
se afilade sacarosa por dilucién de la preparacidén con Tampdn
de Dilucién B, gque contiene sacarosa (histidina 50 mM,
arginina 125 mM, sacarosa al 40%, polisorbato 80 al 0,06%,
PH 6,3). Esta etapa diluye la preparacidén de anticuerpo
anti-a4B7 hasta una formulacidén liquida de vedolizumab 60
mg/ml, histidina 50 mM, arginina 125 mM, sacarosa al 10%,
polisorbato 80 al 0,06%, pH 6,3.

B. Liofilizacidn

Una formulacidn liquida de anticuerpo anti-a4f7 a 60
mg/ml en histidina 50 mM, arginina 125 mM, polisorbato 80
al 0,06%, sacarosa al 10%, a pH 6,3 se carga en viales de

vidrio de 20 ml con 5,52 ml por vial y los tapones se ponen

A
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en la posicidén de liofilizacidén. Los viales se
cargan sobre baldas ajustadas a aproximadamente 20°C en un
liofilizador. Después de cargar todos los viales y de
cerrar la puerta, la temperatura de balda se disminuye para
congelar la solucidén, aproximadamente -45°C. Después de 3
horas a esta temperatura, la temperatura de lés baldas se
aumenta hasta -20°C para el atemperado. Después del
atemperado durante cuatro horas, la temperatura de las
baldas se disminuye para volver a congelar la solucién,
aproximadamente -45°C. Después del equilibrado de los
viales a esta temperatura, el aire se evaclia de la camara.
Cuando la presidén es de 150 mTorr, la temperatura de balda
se aumenta gradualmente hasta la temperatura de secado
primario, aproximadamente -24°C. El1 secado primario se
desarrolla hasta que todo el hielo cristalino se ha
sublimado de los viales. Después, la temperatura de balda
se aumenta hasta 27°C para el secado secundario durante 16
horas, hasta que la humedad es aproximadamente inferior al
2,5% de la formulacidén liofilizada. Cuando se completa el
secado secundario, se rellena el gas nitrégeno en la cdmara
hasta que se alcanza la presidén ambiental. Los viales se
taponan y se retiran del liofilizador.

C. Almacenamiento y uso de anticuerpo anti-a4p?7
liofilizado

Viales 1liofilizados de anticuerpo anti-a4p7 se
almacenan a -70°C, -20°C, 2-8°C o 255C durante periodos de
tiempo deseados. Cuando estd listo para usarse, un vial se

equilibra a temperatura ambiente. Después el contenido del

\(O
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vial se reconstituye con una Jjeringa dque contiene agua
para inyeccidén (“WFI”) wusando una aguja de 21 G. La
cantidad de WFI se determina de modo que el volumen final
de la solucién de anticuerpo reconstituido sea el mismo
volumen que la solucidén preliofilizada. Para un volumen de
preliofilizacidén de 5,52 ml, se afiaden 4,8 ml de WFI. Al
vial se le dan vueltas suavemente y después se mantiene
durante 10-30 minutos para permitir que la formulacidn se
reconstituya, después se elimina la solucidén de anticuerpo
usando una Jjeringa y se aflade a una bolsa IV para su
infusién IV a un paciente.
EJEMPLIFICACION
EJEMPLO 1

DATOS COMPARATIVOS PARA VARIAR EL % DE AZUCAR Y AMINOACIDOS

EN FORMULAIONES LIQFILIZADAS

Se realizd una estrategia de disefio de experimentos
para examinar el efecto de variar la proporcién molar de
azlGcar (sacarosa vy manitol) respecto a proteina, la
proporcidn molar de arginina respecto a proteina y la
cantidad molar de tampén de histidina. Se sabe que 1la
histidina y la arginina no cristalizan durante el proceso
de liofilizacidén, haciendo que sean crio- o lio-protectores
potenciales. Se cargaron 1,5 ml de formulacidn en viales de
5 ml liofilizados con Secado Primario a -30°C, 150 mT y
Secado Secundario a 20°C, 150 mT. La estabilidad de las
formulaciones 1liofilizadas reconstituidas hasta 1,5 ml
después de condiciones de almacenamiento diferentes se

muestra en las Tablas 1-3 (que recopilan resultados de 60
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mg/ml de dos experimentos). La Figura 6A muestra los

modelos predictivos para cambios en el Porcentaje de
Mondémeros, el Porcentaje de Agregados y el Porcentaje de
Isoforma Principal cuando se almacena a 40°C cuando se
variaban el pH y la proporcidén molar de azficar y arginina.
La estabilidad de la formulacidn era mejor a pH bajo y alta
proporcién molar de (azGcar + arginina) respecto a
proteina. A las cantidades molares de histidina examinadas,
la histidina no afectaba a la estabilidad de 1la
formulacién. Todas las formulaciones tenian una humedad del
1-2% durante el almacenamiento.

Tabla 1: Cambio en el Porcentaje de Mondmero cuando se

almacena a 5°C, 25°C/HR del 60% y 40°C/HR del 75% durante 3

meses. El Porcentaje de Mondmero se midid usando
Cromatografia de Exclusidén por Tamailo (SEC).
Formulacién % Mondmeros por SEC
vedolizumab 60 mg/ml + t=0 |5°C 25°C 40°C
3 HR HR 75%
meses | 60% 3
3 meses
meses
histidina 25 mM, arginina 75 mM, [ 98,1|98,1 97,8 96,5
sacarosa al 2%, polisorbato 80
al 0,05%, pH 6,3
histidina 25 mM, arginina 75 mM, | 98,0(98,2 |98,0 97,5
sacarosa al 4%, polisorbato 80
al 0,05%, pH 6,9

\pA
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Formulacidn % Mondémeros por SEC
vedolizumab 60 mg/ml + t=0 | 5°C 25°C 40°C
3 HR HR 75%
meses | 60% 3
3 meses
meses

histidina 50 wM, arginina 125|98,0|98,3 |[98,1 97,4
mM, sacarosa al 2%, polisorbato

80 al 0,05%, pH 6,7

histidina 50 mM, arginina 125|98,0] 98,3 98,1 97,4
mM, sacarosa al 4%, polisorbato

80 al 0,05%, pH 6,9

histidina 50 mM, arginina 125|98,7(98,4 |98,4 98,1
mM, sacarosa al 6%, manitol al
1,5%, polisorbato 80 al 0,06%,

PH 6,3

histidina 50 mM, arginina 125|98,7/98,3 |98,1 98,3
mM, sacarosa al 9%, polisorbato

80 al 0,06%, pH 6,3

Tabla 2: Cambio en el Porcentaje de Agregados cuando se
almacena a 5°C, 25°C/HR del 60% y 40°C/HR del 75% durante 3
meses. El Porcentaje de Mondmero se mididé wusando

Cromatografia de Exclusidn por Tamafio (SEC).

0

Formulacidn % Mondémeros por SEC




vedolizumab 60 mg/ml + = t=0 |5°C 25°C 40°C
3 HR HR 75%
meses | 60% 3
3 meses’
meses
histidina 25 mM, arginina 75 mM, [ 0,42 (0,53 |0,89 1,99
sacarosa al 2%, polisorbato 80
al 0,05%, pH 6,3
histidina 25 mM, arginina 75 mM, [0,41|0,51 (0,62 1,15
sacarosa al 4%, poliscrbato 80
al 0,05%, pH 6,9
histidina 50 mM, arginina 125}0,42{0,47 | 0,60 1,23
mM, sacarosa al 2%, polisorbato
80 al 0,05%, pH 6,7
histidina 50 mM, arginina 125(0,36|0,44 |[0,52 0,82
mM, sacarosa al 4%, polisorbato
80 al 0,05%, pH 6,9
histidina 50 mM, arginina 125(0,53|0,49 |[0,51 0,56
mM, sacarosa al 6%, manitol al
1,5%, polisorbato 80 al 0,06%,
pPH 6,3
histidina 50 wmM, arginina 125|0,51|0,51 |[0,59 0,56

mM, sacarosa al 9%, polisorbato

80 al 0,06%, pH 6,3

Tabla 3: Cambio en el Porcentaje de Isoforma Principal

cuando se almacena a 5°C, 25°C/HR del 60% y 40°C/HR del 75%

durante 3 meses. La Isoforma Principal se mididé usando



Cromatografia de Intercambio

12
Catidénico (CEX).

Formulacidn

vedolizumab 60 mg/ml +

% Mondmeros por SEC

t=0 5°C 25°C 40°C

3 HR HR 75%
meses | 60% 3
3 meses
meses

histidina 25
sacarosa al

al 0,05%, pH

mM, arginina 75 mM, | 70,5 |68,8 67,4 66,3

2%, polisorbato 80

6,3

histidina 25
sacarosa al

al 0,05%, pH

mM, arginina 75 mM, | 70,8 (98,9 68,0 67,7

4%, polisorbato 80

6,9

histidina 50
mM, sacarosa

80 al 0,05%,

mM, arginina

al 2%, polisorbato

pH 6,7

125170,5168,9 67,8 66,5

histidina 50
mM, sacarosa

80 al 0,05%,

mM, arginina

al 4%, polisorbato

PH 6,9

125|70,6 {68,9 68,0 67,4

histidina 50

mM, sacarosa

1,5%, polisorbato 80 al 0,06%,

pH 6,3

mM, arginina

al 6%,

manitol al

125|69,6 | 69,5 |69,3 67,4

histidina 50
mM, sacarosa

80 al 0,06%,

mM, arginina

al 9%, polisorbato

PH 6,3

125|169,5|69,3 69,2 68,1

La FIG. 6A muestra los modelos esperados basé&ndose en

W5
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el andlisis estadistico de datos de 40°C de las Tablas

1-3. El modelo para el cambio en el porcentaje de mondmeros
por mes a 40°C mediante andlisis de SEC es de -3,10 +
(0,386)*pH + 0,000516*((moles de azlcar + wmoles de
arginina) /moles de proteina)). El modelo para el cambio en
el porcentaje de agregados pof mes a 40°C mediante andlisis
de SEC es de 2,43 - (0,263)*pH - 0,000787*({(moles de azlGcar
+ moles de arginina)/moles de proteina)). El modelo para el

cambio en el porcentaje de isoforma principal por mes a

40°C mediante andlisis de CEX es de -2,54 + (0,109)*pH -

0,00130* ((moles de azGcar + moles de arginina)/moles de
proteina)). La linea central muestra los resultados para
los modelos predictivos y las lineas externas muestran el
limite de confianza del 95% para los modelos predictivos.
La FIG. 6B muestra modelos alternativos basados en el
anéliéis estadistico de los datos de 40°C de las Tablas 1-3
cuando los factores de entrada son el pH, la proporcidén
molar de azficar:proteina y la proporcién molar de
arginina:proteina. El1 modelo para el cambio en el
porcentaje de mondmeros por mes a 40°C mediante andlisis de
SEC es de -3,02 + (0,370)*pH + 0,000482*((moles de
azlGcar) / (moles de  proteina) + 0,000657* ( (moles de
arginina/moles de proteina). El modelo para el cambio en el

porcentaje de agregados por mes a 40°C mediante andlisis de

SEC es de 2,35 - (0,244)*pH - 0,000727*((moles de
aztGcar) / (moles de proteina) - 0,00102* ( {moles de
arginina)/(moles de proteina)). El modelo para el cambio en

el porcentaje de isoforma principal por mes a 40°C mediante
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andlisis de CEX es de -2,92 + (0,210) *pH +

0,00164* ((moles de aztGcar) /) / (moles de proteina) -
0,000220* (moles de arginina)/(moles de proteina)). La linea
central muestra los resultados para los modelos predictivos
y las lineas externas muestran el limite de confianza del

95% para los modelos predictivos.

EJEMPLO 2

Datos de estabilidad

Se ensayaron tres lotes de estabilidad primarios de la
formulacién (Lote A, B y C) para determinar la estabilidad
después del almacenamiento a la condicidén de almacenamiento
prescrita (5 y 25°C/HR del 60% durante hasta 24 meses). Los

tres lotes contienen la misma formulacidn liquida que se
liofilizd: anticuerpo anti-o4fB7 60 mg/ml, histidina 50 mM,

arginina 125 mM, sacarosa al 10%, polisorbato 80 al 0,06%,
pH 6,3. Para el Lote A, se cargaron 3,5 ml de solucidn en
viales de 20 ml y se liofilizaron, para los Lotes By C, se
cargaron 5,52 ml de solucién en viales de 20 ml y se
liofilizaron.

En un estudio distinto, se liofilizé wuna sola

formulacidén famacoldgica de 60 mg/ml de anticuerpo anti-
a4, histidina 50 mM, arginina 125 mM, sacarosa al 10%,

polisorbato 80 al 0,06%, pH 6,3 en dos volUGmenes, 3,5 ml y
9,5 ml, respectivamente, para proporcionar los Lotes R y S
para muestras de estabilidad, que se analizaron durante 38
meses. Los controles son NT (sin ensayar)

Los datos (Tablas 4-19) mostraron - que las
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formulaciones de anticuerpo permanecian estables cuando
se almacenaban durante hasta 38 meses a 5°C y hasta 30
meses a 25°C/HR del 60%. Todos los atributos de producto
permanecian dentro de las especificaciones a lo largo del

punto temporal de 38 meses.
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Tabla 4: Cambio en el Porcentaje de Mondmeros por

SEC cuando se almacena a 5°C.

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 99,8 99,8 99,8 98,9 98,8
1 99,8 99,1 99,2 98,8 99,2
3 _ 99,8 99,1 99,1 98,8 98,8
6 99,8 99,8 99,8 98,9 99,0
9 99,1 99,2 99,2 99,2 99,1
12 99,4 99,0 99,0 98,8 98,9
15 99,4 99,1 99,1
18 99,5 99,4 99,4 98,9 98,9
24 99,4 99,2 99,2 99,0 99,0
30 99,2 99,2
38 . 99,3 99,3

Tabla 5: Cambio en el Porcentaje de Agregados por SEC

5 cuando se almacena a 5°C.

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S

(meses)
0 0,1 0,1 0,1 : 0,2 0,2
1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1
3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
9 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
12 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
15 0,2 0,2 0,2
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18 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
24 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
30 0,2 0,2
38 0,2 0,2

20
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Tabla 6: Cambio en el Porcentaje de Isoforma

Principal por CEX cuando se almacena a 5°C.

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 68,6 69,9 69,5 71,7 71,6
1 67,5 68,9 68,8 71,2 72,0
3 68,7 68,8 68,7 70,4 70,3
6 67,7 68,2 68,2 71,9 71,9
9 70,0 68,3 67,8 69,2 69,7
12 67,8 68,3 68,1 70,8 70,9
15 66,9 67,5 67,5
18 67,4 67,0 66,7 71,0 70,8
24 68,1 69,6 69,1 71,3 70,9
30 68,5 68,6
38 73,6 73,1

Tabla 7: Cambio en el Porcentaje de Isoformas Acidas por

5 CEX cuando se almacena a 5°C.

Tiempo Lote R Lote S
Lote A Lote B Lote C

(meses)
0 22,8 20,8 21,4 20,3 20,6
1 21,9 21,7 22,3 21,6 20,3
3 21,7 22,2 22,8 22,0 22,0
6 22,9 23,1 23,6 21,1 21,4
9 19,8 22,2 22,9 21,8 21,8
12 22,9 21,3 22,1 21,2 21,2
15 22,7 22,3 22,8
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18 22,8 22,3 22,6 21,1 21,5
24 21,7 22,1 22,9 20,6 20,7
30 22,8 23,2
38 18,9 19,1

V22
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Tabla 8: Cambio en el Porcentaje de Isoformas
Basicas por CEX cuando se almacena a 5°C.
Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 8,5 9,3 9,1 8,1 7,8
1 10,7 9,4 8,9 7,3 7,7
3 9,7 9,0 8,5 7,6 7,8
6 9,5 8,7 8,2 7,0 6,7
9 10,2 9,6 9,3 9,0 8,4
12 9,3 10,3 9,9 8,0 7.9
15 10,4 10,1 9,7
18 9,8 10,7 10,7 7,9 7,7
24 10,2 8,3 8,1 8,1 8,3
30 8,7 8,2
38 7,5 7,7
Tabla 9: Cambio en el % de (H+L) por S8DS Page Reducida

cuando se almacena a 5°C.

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 98 98 98 96 96
1 98 94 298 o8 98
3 98 98 . 98 98 98
6 98 97 97 97 97
9 97 97 97 98 98
12 98 96 97 98 98
15 97 98 97
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18 98 97 97 99 99
24 98 98 o8 99 99
30 97 97
38 99 99

\4



Tabla 10:

Cambio en la

almacena a 5°C.

122
Eficacia de Unién cuando se

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0] 107 106 105 93 102
1 106 106 103 103 111
3 101 109 108 91 98
6 97 106 105 114 121
9 100 93 88 102 102
12 103 101 87 119 116
15 105 90 94
18 86 101 96 95 104
24 92 82 S5 81 101
30 87 94
38 89 91

Tabla 11: Cambio en el % de Humedad por KF cuando se

almacena a 5°C

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0] 0,5 0,6 0,6 0,8 1,0
1 0,5 0,4 0,6
3 0,5 0,6 0,6
6 0,6 0,7 0,5 0,8 1,3
12 0,6 0,6 0,7 0,9 0,9
24 0,5 0,7 0,7 0,9 0,9
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Tabla 12: Cambio en el Porcentaje de Mondmeros por

SEC cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 99,8 99,8 99,8 98,9 98,8
1 99,8 99,1 99,2 98,7 98,7
3 99,8 99,0 99,0 98,6 98,5
6 99,8 99,7 99,7 98,9 98,9
9 99,0 99,1 99,1 99,1 99,1
12 99,3 98,9 98,9 98,8 98,9
15 99,3 99,0 . 99,0
18 99,4 99,3 99,3 98,7 98,9
24 99,2 99,1 99,1 98,9 98,9
30 99,0 99,0

Tabla 13: Cambio en el Porcentaje de Agregados por SEC

5 cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3
6 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2
9 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2
12 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
15 0,3 0,3 0,3
18 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2
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Tabla 14: Cambio en el Porcentaje de Isoforma

Principal por CEX cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 68,6 69,9 69,5 71,7 71,6
1 67,2 . 68,4 68,6 71,2 71,0
3 68,1 68,6 68,2 70,3 70,3
6 65,9 67,8 67,8 71,5 71,1
9 69,3 67,5 66,3 68,6 69,0
12 66,7 67,5 67,4 70,1 70,2
15 66,2 66,6 66,8
18 66,1 65,8 64,9 70,0 70,3
24 66,7 68,4 68,2 70,6 70,1
30 , 67,2 67,2

Tabla 15: Cambio en el Porcentaje de Isoformas Acidas por

5 CEX cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 22,8 20,8 21,4 20,3 20,6
1 21,9 21,8 22,2 21,4 21,6
3 21,7 22,2 22,8 21,8 22,0
6 22,6 22,9 23,5 21,1 21,4
5 19,9 22,1 23,1 21,8 21,8
12 23,0 21,4 22,0 21,3 21,3
15 22,5 22,1 22,7
18 22,6 22,1 22,6 21,3 21,5
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Tabla 16: Cambio en el Porcentaje de Isoformas

Basicas por CEX cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 8,5 9,3 9,1 8,1 7,8
1 10,8 9,8 9,2 7,4 7,3
3 10,3 9,3 9,0 7,8 7,7
6 11,5 2,3 8,7 7,4 7,5
9 10,8 10,4 10,6 9,7 9,3
12 10,3 11,1 10,7 8,7 8,5
15 11,3 11,2 10,6
18 11,2 12,1 12,5 8,7 8,2
24 11,6 9,7 9,1 8,7 9,2
30 10,2 9,6

Tabla 17: Cambio en el % (H+L) por SDS Page Reducida cuando

se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 98 o8 98 96 96
1 98 o8 98 98 98
3 97 28 98 98 98
6 97 97 97 97 97
9 97 97 97 28 98
12 98 96 96 98 98
15 97 97 97
18 98 97 97 99 99




24

21,7

21,9
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22,6

20,7

20,7
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22,7
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Tabla 16: Cambio en el Porcentaje de Isoformas

Basicas por CEX cuando se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 8,5 9,3 9,1 8,1 7,8
1 10,8 9,8 9,2 7,4 7,3
3 10,3 9,3 92,0 7,8 7,7
6 11,5 9,3 8,7 7,4 7,5
9 10,8 10,4 10,6 2,7 9,3
12 10,3 11,1 10,7 8,7 8,5
15 11,3 11,2 10,6
18 11,2 12,1 12,5 8,7 8,2
24 11,6 9,7 9,1 8,7 9,2
30 10,2 9,6

Tabla 17: Cambio en el % (H+L) por SDS Page Reducida cuando

se almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 o8 28 o8 96 96
1 28 28 98 98 98
3 97 28 98 98 98
6 97 97 97 97 97
9 97 97 97 98 98
12 98 96 96 o8 98
15 97 97 97
18 58 57 57 99 59
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98

99

99

30

97

98

\22



5

Tabla 18:

Cambio

130
en la

almacena a 25°C/HR del 60%

Eficacia de Unidén cuando se

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S

(meses)
0 107 106 105 93 102
1 115 103 108
3 92 113 100 96 94
6 109 89 97 101 114
9 97 89 85 97 102
12 83 91 123
15 96 91 96
18 106 123 87 92 102
24 103 82 90 *98 94
30 84 114

Tabla 19: Cambio en el % de Humedad por KF cuando se

almacena a 25°C/HR del 60%

Tiempo Lote A Lote B Lote C Lote R Lote S
(meses)
0 0,5 0,6 0,6 0,8 1,0
1 0,5 0,6 0,5
3 0,5 0,7 0,6
6 0,5 0,7 0,7 1,3 1,2
12 0,6 0,8 0,6 0,9 1,0
24 0,7 0,8 0,6 1,1 1,0
30 0,8 0,7

Cromatografia de intercambio catidnico

(CEX)

133
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Se usa un gradiente de fosfato/cloruro sbddico en
una columna de intercambio catiénico débil en un sistema de

cromatografia liquida de alto rendimiento para separar
especies cargadas en formulaciones de anticuerpo anti-a4f7

y determinar la composicién de carga de las especies de
anticuerpo. Las isoformas A&acidas se eluyen antes que la
isoforma principal y las isoformas basicas se eluyen
después de la isoforma principal.

Los datos de estabilidad para todos ‘los lotes de
vedolizumab generados usando un ensayo de CEX se presentan
en las Tablas 3, 6-8 y 14-16. Las Tablas muestran que, en
estas condiciones de almacenamiento, no habia tendencia de

reduccidén del % de Isoforma Principal por debajo del 55, 0%.

Cromatografia de exclusidén por tamafio (SEC)

La SEC se realiza usando una columna de SEC analitica
(Tosoh Bioscience, LLC, King of Prussia, PA). La fase mdvil
es una solucién salina tamponada con fosfato y la
absorbancia se controla a 280 nm.

Los datos de estabilidad generados usando un ensayo de
SEC se presentan en las Tablas 1, 2, 4, 5, 12 y 13. Las
Tablas muestran que ninguna de 1las condiciones de
almacenamiento enumeradas daba como resultado una
disminucién del % de Mondmeros por debajo del 96,0%. De
forma similar, el % de Agregados permanecia =<2,5% para
todos los lotes a todas las condiciones de almacenamiento

enumeradas.

Ensayo de SDS-PAGE
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El SDS-PAGE se realizd wusando un gel de Tris-

Glicina de Invitrogen (Carlsbad, CA), al 4-20% para la
condicién reductora y al 4-12% para la condicidén no
reductora. La muestra de formulacidén de anticuefpo
reconstituida se diluye en tampdén de formulacidén liquida
gque después se diluye uno a dos con Tampdn de Muestras ae
SDS "de Tris-Glicina (2X, Invitrogen) con 2-mer¢aptoetanol
al 10% (tampdén de muestras reductor) o sin 2-mercaptoetanol
(tampdn de muestras no reductor). Las muestras se calientan
brevemente y se cargan en comparacidén con un marcador de
pesos moleculares (Invitrogen). Los geles se tifien con azul
de coomassie coloidal (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las bandas de proteina se

o

analizan por densitometria para identificar el % de cadena
pesada y ligera para los geles reducidos y el % de IgG para
los geles no reducidos.

Los datos de estabilidad generados usando un ensayo de
SDS-PAGE reducido se presentan en las Tablas 9 y 17. No se
observaron cambios perceptibles para el % de cadenas Pesada
+ Ligera (H+L) a todas las condiciones de almacenamiento
enumeradas para todos los lotes de estabilidad. El patrdn

de formacidén de bandas era similar al del patrdén de

referencia y el % (H+L) permanecia a un nivel 290%.

Eficacia de unidn
Células HuT78 (células de linfoma de células T
humanas, Coleccidén Americana de Cultivos Tipo, Manassas,

VA) suspendidas en BSA al 1% en PBS, azida sddica al 0,01%

25
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se ponen en contacto con diluciones seriadas de
anticuerpo de ensayo primario. Después de la incubacién en
hielo, las células se lavan y se tratan con anticuerpo
secundario marcado fluorescentemente. Después de un lavado
adicional, las células se fijan y se suspenden en reactivo
de FACS para su andlisis por citometria de flujo (Becton
Dickinson Franklin Lakes, NJ); véase también la Patente de
Estados Unidos N° 7.147.851.

La eficacia de unidén del vedolizumab se midid respecto
al patrén de referencia y se describid como % de Patrdn de
Referencia y CE50. Los datos de estabilidad se presentan en
las Tablas 10 y 18. Los datos para el % de Patrén de
Referencia mostraban variabilidad pero permanecian dentro
de los limites de especificacién a todas las condiciones de
almacenamiento. Ningtn 1lote de vedolizumab evaluado
presentaba una tendencia a una eficacia de unién disminuida

a las condiciones de almacenamiento enumeradas.

Humedad por Karl Fischer

La formulacién se valora con metanol para una
determinacién de la humedad de Karl Fischer coulométrica.
Los datos de humedad se presentan en las Tablas 11 y 19.
Todos los lotes de vedolizumab evaluados tenian una humedad
inferior al 5% a todas las condiciones de almacenamiento

enumeradas.

Concentracidén isoeléctrica capilar (cIEF)

La cIEF se realiza usando un sistema de cIEF de
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deteccién de columna completa 1iCE280 (Convergent

Biosciences, Toronto, Ontario). La eleccidén del anfolito
puede ser segln recomiende el fabricante o puede ser una

combinacién de anfolitos disponibles en el mercado. Una
combinacién Gtil es una mezcla de 3-10 y 5-8 PHARMALYTE™

(GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Ejemplo 3: Modelado del aumento a escala del proceso
de liofilizacién

Se usd la calidad por diseflo al tiempo gque se
manipulaba la carga en la secadora por congelacidén y el
contenido de s6lidos de la formulacidén. La carga se varid
del 33 al 100%. El contenido de sbélidos de la formulacidén
se varié del 9 al 27% por inclusidén en las cargas de una
formulacién que era 0,5x, 1,0x y 1,5x de la formulacidn
diana. Estas formulaciones tenian una T, similar. Con
mayor % de sb6lidos aumentaba el tiempo de secado primario.
Ademé&s, a mayor contenido de sélidos, la temperatura de
producto aumentaba debido a una mayor R,. La carga también
tiene un efecto sobre ambas fases de secado (FIG.‘8).

Ejemplo 4: Estudio de seguridad no clinico

Se disefi® un estudio para comparar el efecto del
natalizumab y del vedolizumab sobre la inmunovigilancia del
SNC en EAE de Rhesus. A ocho animales se les administrd un
control de placebo una vez por semana. A siete animales se
les administrdé 30 mg/kg una vez por semana de natalizumab.
A siete animales se les administré 30 mg/kg una vez por

semana de vedolizumab. Se observaron los sintomas clinicos

>t
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de EAE; se midid la frecuencia y 1la proporcidn

de subconjuntos de leucocitos en LCR por citometria de
flujo; la carga de lesidn T2 total en el cerebro se midid
usando MRI; y la carga de lesidn y la desmielinizacidén del
cerebro se midieron usando histopatologia.

El vedolizumab no retrasaba la aparicién de los
sintomas clinicos de EAE en comparacidn con el control de
placebo. No inhibia la incidencia de EAE ni la magnitud de
las puntuaciones clinicas. El natalizumab retrasaba
significativamente (p < 0,05) la aparicidén de sintomas
clinicos de EAE en comparacién con el control de placebo.
Inhibia 1la incidencia de EAE y la magnitud de las
puntuaciones clinicas (FIG. 9).

El vedolizumab no impedia la infiltracién del LCR por
leucocitos, linfocitos T (linfocitos T auxiliares,
linfocitos T citotdxicos), linfocitos B, células asesinas
naturales o monocitos. Por el contrario, el natalizumab
inhibia la infiltracidén del LCR.

El vedolizumab no inhibia la acumulaciédn de lesiones
cerebrales, segln se detectd por valores de T2 aumentados y
de MTR disminuidos mediante MRI. El natalizumab evitaba la
formacién de lesiones en todos los animales menos en uno.

La inhibicién significativa (p < 0,05) en infiltrados

_ cerebrales y la desmielinizacién se midieron por

histologia.
La integrina a4PB7 se saturaba por vedolizumab durante

la investigacidén, como se muestra por un ensayo de unién

competitiva entre vedolizumab administrado in vivo y un
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anticuerpo monoclonal anti- o437 analitico afiadido ex

vivo. E1 mAb anti-a4f7 analitico no se une a linfocitos T

auxiliares de memoria en animales a los que se administrd
vedolizumab. La ausencia de efecto de vedolizumab en el SNC

se debe por lo tanto a la biologia . de tropismo

gastrointestinal de la integrina a4f7.

En resumen, el vedolizumab (un antagonista de wa487) no
inhibe la EAE. Por el contrario, el natalizumab

(antagonista de a4PBl y «a4Pf7) inhibe la EAE. La integrina

04P1 media la infiltracién del SNC en la EAE. Por lo tanto,

el vedolizumab puede tener un menor riesgo de predisponer a

los pacientes a PML gue el natalizumab porque no antagoniza
la integrina a4f7 ni altera la inmunovigilancia del SNC en

la EAE de Rhesus.

Eijemplo 5: Estudio clinico de fase I con vedolizumab

Cuarenta y nueve sujetos sanos se aleatorizaron vy
recibieron una sola dosis de medicaciédn de estudio: 39
sujetos recibieron vedolizumab (anticuerpo 5 mg/ml,
citrato/adcido <citrico 20 mM, cloruro sddico 125 mM,
polisorbato 80 al 0,05%, pH 6,0 (almacenado a -70°C a largo
plazo y hasta 3 meses a -20°C) y 10 sujetos recibieron
placebo. De los 39 sujetos que recibieron vedolizumab, 8
sujetos recibieron cada uno una dosis a 0,2, 2,0, 6,0 y
10,0 mg/kg y 7 sujetos recibieron vedolizumab a 0,5 mg/kg.
Los 49 sujetos competaron el estudio.

No hubo diferencias notables a lo largo de las

cohortes de vedolizumab para ninguna caracteristica

129
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demogréfica o basal. La edad media variaba de 35,4 a 51,0

afios, las edades de sujetos individuales variaban de 21 a
63 aflos.

Resultados de PK

El vedolizumab' se administrd como una infusién
intravenosa de 30 minutos de 0,2 a 10,0 mg/kg. Los valores
de Cméx y A&area bajo la curva de concentracidn (AUC) de
farmaco en suero-tiempo aumentaban con una dosis creciente.
La Cmdx corregida por la dosis era aproximadamente la misma
a lo largo de las cohortes, indicando una proporcionalidad
de dosis para este parametro. El &rea normalizada por la
dosis bajo el valor de concentracidén de farmaco en suero
del tiempo cero al infinito (AUC,,,) aumentaba con dosis
crecientes hasta 2,0 mg/kg, indicando que habia un aumento
no lineal en la AUC,;, con dosis crecientes a lo largo del
intervalo inferior de dosis administradas en este estudio.
Después de eso, la AUC,,,. aumentaba proporcionalmente con
la dosis, indicando una linealidad de la AUC,;, a lo largo
del intervalo de dosis de 2,0 a 10,0 mg/kg. El aumento en
la AUC,,;, era aproximadamente 2,4 veces superior al
esperado a la dosis de 10,0 mg/kg en comparacién con la
dosis de 0,2 mg/kg.

De forma similar, las estimaciones del aclaramiento,
volumen de distribucidén vy semivida terminal eran
dependientes de la dosis a lo largo del intervalo de dosis
de 0,2 a 2,0 mg/kg. A medida que aumentaba la dosis, se
reducia el aclaramiento, aumentaba el volumen de

distribucidén y, por consiguiente, se prolongaba la semivida

40
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de eliminacidn terminal. Sin embargo, de 2 a 10,0 mg/kg
no habia un cambio aparente en estos parametros, lo que
sugiere una saturacidén de un proceso de eliminacidn r4pida
para el vedolizumab a bajas concentraciones. Los procesos
de eliminacidn lineales mas lentos probablemente
representan una gran fraccién de aclaramiento del
vedolizumab a dosis mayores.

En algunos sujetos gque desarrollaron HAHA contra el
vedolizumab se observd un aclaramiento més rapido del
vedolizumab en comparacidén con los sujetos negativos para
HAHA dentro del nivel de dosis respectivo.

Tabla 20: Visidén de conjunto de la PK del vedolizumab por
cohorte de dosis después de la administracidn IV de 0,2-
10,0 mg/kg de vedolizumab en sujetos sanos (conjunto de

analisis de PK)

Parametro |Dosi |N|Medi [DT Media %CV |Median |{Min [Max
s a geométri a
VDZ ca
Crax 0,2 415,65 (0,62 |5,62 11, |5,45 5,13 |6,56
(ng/ml)  |mg/k 9 1
g
0,5 |4;10,6 (2,09 |10,4 19, (10,6 8,07 (13,1
mg/k 7
g
2,0 |7|59,3 (11,6 (58,4 19, (58,4 47,6 |78,4
mg/k 6
g




Paradmetro |Dosi Medi |DT lllz?iia %CV |Median |Min |Max
S a geométri a
VDZ ca
6,0 151 (19,1 |150 12, |157 120 (168
mg/k 6
g
10,0 243 (22,1 (243 9,0 (242 213 281
mg/k 7
g9
AUC, raie 0,2 31,6 4,98 31,3 15, 31,6 |25,7 [37,5
(dia*pg/m |mg/k 8
1) g
0,5 127 48,0 1119 37, 1129 70,9 (178
mg/k 9
g
2,0 964 147 955 15, |972 772 1170
mg/k 2
g
6,0 3090 |749 |3020 24, 12830 2360 (4100
mg/k 2
g
10,0 4870 |624 4840 12, 14750 4120 |5870
mg/k 8
g
AUC, ... 0,2 39,5 |5,79 |39,1 14, (40,2 |31,7 |45,7
(dia*pg/m |mg/k 7

42



Parametro |Dosi Medi |DT llligia %CV |Median [Min |Max
S a geométri a
VDZ ca

1) 0,5 134 (48,9 (127 36, |134 79,2 /188
mg/k 5
g
2,0 979 146 |969 14, {993 784 1180
mg/k 9
g
6,0 3100 |750 |[3030 24, 12840 2390 (4110
mg/k 2
g
10,0 4880 (637 4850 13, [4750 4130 (5920
mg/k 0
g

Vv, (L) 0,2 4,012 0,15 (4,02 3,7 |4,03 3,83 4,18
mg/k 1 6
g
0,5 4,92 (0,62 |4,89 12, [4,66 4,52 [5,84
mg/k 0 6
g
2,0 3,34 |0,66 (3,28 19, 13,23 2,29 {4,27
mg/k 5 9
g9
6,0 2,98 |0,64 |2,92 21, |2,98 2,06 |3,098
mg/k 4 6




Parametro |Dosi Medi |DT l;lllijiia %CV |Median |Min |Max
s a geométri a
VD2 ca
10,0 2,89 (1,02 |2,73 35, (2,98 1,49 |4,58
mg/k 2
g
CL 0,2 0,41 0,04 |0,412 10, {0,395 |0,38 |0,47
(L/dia) mg/k 3 2 1 8 6
g
0,5 0,31 (0,100,297 34, {0,291 (0,21 |0,44
mg/k 0 6 3 2 6
g
2,0 0,16 [0,01 (0,164 10, {0,162 0,14 (0,19
mg/k 5 8 7 5 4
g
6,0 0,14 |0,03 |0,136 22, {0,145 {0,08 (0,16
mg/k 0 1 0 3 6
g
10,0 0,14 |0,02 |0,139 16, {0,135 |0,10 (0,17
mg/k 0 4 9 3 1
g
t,,, (dia) |[0,2 6,79 10,73 /6,76 10, |6,95 5,79 17,47
mg/k 6 8
g
0,5 11,7 (2,83 |11,4 24, |11,4 9,09 |14,8
mg/k 2
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Parametro [Dosi |N|Medi |DT &iéia %CV |Median Min |Max

s a geométri a
VDZ ca
2,0 7114,1 12,67 |13,9 | 18, |14,3 10,6 |17,5
mg/k 9
g
6,0 |[6/15,1 (3,15 (14,8 20, |14,0 11,9 (20,3
mg/k 9
g
10,0 |7y14,8 |7,38 113,77 49, (12,5 8,26 |30,7
mg/k 8
g

Abreviaturas: AUC,,,, = area bajo 1la curva de

concentracién de farmaco-tiempo, extrapolada hasta el
infinito; AUC,..,. = area bajo la curva de concentracidén de
farmaco-tiempo desde el momento de la administracidén hasta
el 1Qltimo punto tempcral de medicidén en el que la
concentracién estaba por encima del 1limite inferior de

cuantificacién; CL = aclaramiento total; c

méax =
concentracién madxima de farmaco; t,, = semivida terminal; V,
= volumen de distribucidén basado en la fase terminal.
Después de alcanzar la C,,, las concentraciones en
suero de Vedolizumab disminuyeron de una forma generalmenté
monoexponencial hasta que las concentraciones alcanzaron de
aproximadamente 1 a 10 mg/L. Después de eso, las
concentraciones parecian disminuir de una forma no lineal.
Los wvalores de C

wx Y AUC aumentaban con dosis

crecientes. Para los datos disponibles, la Cméx corregida
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por la dosis era aproximadamente la misma a
lo largo de las cohortes, indicando una proporcionalidad de
la dosis para este pardmetro. La AUC,;, normalizada por la
dosis aumentaba con dosis crecientes hasta 2,0 wmg/kg,
indicando que habia un aumento no lineal en la AUC,,,, con
dosis crecientes a lo largo del intervalo inferior de dosis
administradas en este estudio. Después de eso, la AUC, .
aumentaba proporcionalmente con la dosig,  indicando la
linealidad de la AUCO-inf a lo largo del intervalo de dosis
de 2,0 a 10,0 mg/kg. E1 aumento en la AUC,,. era
aproximadamente 2,4 veces superior al esperado a la dosis
de 10,0 mg/kg en comparacién con la dosis de 0,2 mg/kg.

Resultados de PD

Los parametros de PD del Vedolizumab después de una
infusién intravenosa de 30 minutos de 0,2 a 10,0 mg/kg de
vedolizumab por cohorte se resumen en la Tabla 21 y la
Tabla 22 para Act-1 y MAJCAM respectivamente.

Tabla 21: Visidén de conjunto de la farmacodinamica del
vedolizumab, porcentaje de inhibicidn de %Act-1" [CD4"
CD45RO°**"*%*] | por cohorte de dosis después de la
administracidén IV de 0,2-10,0 mg/kg de vedolizumab en

sujetos sanos (conjunto de andlisis de PD)

Parametro Dosi |N|Medi [DT Media $CV {Media [Min |Max
s a geométri na
VDZ ca
Enax 0,2 (4|/99,6 0,38‘99,6 0,38]99,6 99,1100
($Inhibicidn {mg/k 7 8
) g

MG



Parametro Dosi |[N|Medi DT 141\/?edia $CV |Media |Min |Max
s a geométri na
VDZ ca
0,5 99,5|0,59(99,5 0,60/99,5 98,9100
mg/k 9 2
g
2,0 99,910,17(99,9 0,17]100 99,6100
mg/k 2 2
g9
6,0 100 |0,00/100 0,00]|100 100 |100
mg/k 0 0
g
10,0 99,710,32(99,7 0,32]99,8 99,3100
mg/k 6 7
g
AUEC,_ ;¢ 0,2 4030[1010[3920 25,2(4090 (2760|5160
($Inhibicidn [mg/k
*d) g
0,5 6430|1450(6300 22,6(6530 4860|7810
mg/k
g
2,0 1320|623 |13200 4,72112900 1280|1450
mg/k| |0 0 0
g
6,0 1670|3030(16500 18,1(16300 {13301|2010
mg/k| {0 0 0
g

\43



Parametro Dosi |N|Medi |DT 14Msedia $CV [Media |Min |Max
S a geométri na
VDZ ca
10,0|611930 (644 |19300 3,33|19600 |1820(1990
mg/k| |0 0 0
g9

AUEC, ;. = drea bajo la curva de efecto farmacoldgico frente

0-in
al tiempo del tiempo 0 al tiempo de la Gltima concentracidn
distinta de cero; E,, = efecto farmacoldgico maximo
Tabla 22: Visidén de conjunto de la farmacodinadmica del
vedolizumab, porcentaje de inhibicidén de $MADCAM® [CD4°
CD45R0O°**"*%*] , por cohorte de dosis después de la

administracién IV de 0,2-10,0 mg/kg de vedolizumab en

sujetos sanos (conjunto de andlisis de PD)

Parametro Dosi |N|Medi |DT Media $CV [Media [Min [Max
s a geométri na
VDZ ca
Enax 0,2 14(99,2|0,53(|99,2 0,54(99,4 98,499,6
($Inhibicidn [mg/k 7 2
) g
0,5 }4(99,6|0,32|99,6 0,32199,5 99,3100
mg/k 3 4
g
2,0 |6|99,7|0,36199,7 0,36199,7 99,21100
mg/k 5 6
g
6,0 [6]99,8]|0,27|99,8 0,28|100 99,4100
mg/k 9 0

|43
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9
10,0(6(100 |0,00(100 0,00i{100 100 [100
mg/k 0 0
g
AUEC, ;¢ 0,2 (4{4000|576 {3970 14,4 (4210 316014440
($Inhibicidén mg/k
*d) g
0,5 (4677011400 |6660 20,6|6840 51708230
mg/k
g
2,0 |6]1300(796 [13000 6,12113000 (11701390
mg/k| {0 0 0
g9
6,0 |6(/162013320]15900 20,5115800 {1180{2000
mg/k| |0 0 0
g
10,0(6|1770|1330|17700 7,5 (17700 (1650|1900
mg/k| |0 0 0
g9

AUEC, ;s = drea bajo la curva de efecto farmacoldgico frente
al tiempo del tiempo 0 al tiempo de la Gltima concentracidén
distinta de cero; E,, = efecto farmacoldgico méximo

El vedolizumab inhibia 1los parametros PD, Act-1 Yy
MAdCAM-1-Fc, casi al méaximo en todos los puntos temporales
en los que el vedolizumab era medible en suero. Una vez que
las concentraciones de vedolizumab disminuian por debajo
del limite de deteccidén del ensayo, la inhibicidén de Act-1

y MAdCAM-1-Fc volvia a aproximadamente el nivel basal.

\AY
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En algunos sujetos que desarrollaron HAHA contra el

vedolizumab se observdé una pérdida mds rapida de saturacidn
de receptor de oa4f7 en comparacidén con los sujetos

negativos para HAHA en el nivel de dosis respectivo.

Resultados de seguridad

El vedolizumab era en general seguro y se toleraba
bien a dosis IV individuales de hasta 10,0 mg/kg. No se
produjeron muertes, acontecimientos adversos graves (SAE)
ni AE que condujeran a la interrupcidén del estudio durante
el estudio.

Inmunogenicidad/Formacién de anticuerpo humano anti-
humano (HAHA)

Un sujeto (10%) en el grupo de placebo y 21 sujetos
(54%) en los grupos de dosis de vedolizumab combinados
tenian un positivo para HAHA en algln momento durante el
estudio. Aunque se observaron muestras positivas para HAHA
en todas las cohortes de dosis, se descubrieron titulos de
HAHA >125 solamente en los 2 grupos de menor dosis de
vedolizumab. La supresidn dependiente de la dosis de la
formacién de HAHA se ha observado previamente con el
vedolizumab. Diecinueve de 1los 22 sujetos tratados con
vedolizumab que eran positivos para HAHA tenian HAHA

neutralizantes presentes.

\SD
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Tabla 23: Visidén de conjunto

de los hallazgos de

anticuerpos humanos anti-humano: poblacidn de seguridad

Placeb |VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ
o N = 0,2 0,5 2,0 6,0 10,0 |combinad
10 mg/k |mg/k |mg/k |mg/k [mg/k |o
g g g g g N = 39
N = N = N = N = N =
8 7 8 8 8
Sujetos 10 8 7 8 8 8 39
analizados
Cualquier 1 (10) |6 4 2 3 6 21 (54)
positivo para (75) | (57) |(25) |(38) |(75)
HAHA, n (%)
Mayor titulo |1 (10) (4 2 2 3 6 17 (44)
de HAHA <125, (50) | (29) | (25) |(38) |(75)
n(%)
Mayor titulo |O 2 2 0 0 0 4 (10)
de HAHA 2125, (25) [(29)
n(%)
Cualquier 0 5 4 2 3 5 19 (49)
positivo para (63) | (57) |[(25) |(38) |(63)
HAHA
neutralizante
, n(%)
Mayor titulo |O 3 2 2 3 5 15 (38)
de HAHA (38) |(29) [(25) |(38) |(63)
neutralizante

<125, n(%)




Placeb |VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ
oN-= |0,2 0,5 |2,0 |6,0 |10,0 |combinad
10 mg/k |[mg/k |mg/k |mg/k |mg/k |o
g g g g g N = 39
N = N = N = N = N =
8 7 8 8 8
Mayor titulo |0 2 2 0 0 0 4 (10)
de HAHA (25) [(29)
neutralizante
2125, n(%)

Un sujeto en el grupo de placebo y 11 sujetos en el
grupo de vedolizumab eran persistentemente positivos para

HAHA .
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Tabla 24: Estado de anticuerpo humano anti-

humano global (poblacidn de seguridad)

Placebo|VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ VDZ
N = 10 (0,2 0,5 2,0 6,0 10,0 |combinado
mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg [N = 39
N =28|N=7|N=28|N=28|N=8
Negativo 9 (90) |2 3 6 5 2 18 (46)
para HAHA® (25) |(43) [(75) [(63) |(25)
n{%)
HAHA 0 2 1 1 1 5 10 (26)
aislado® (25) |(14) |(13) |(13) |[(63)
n(%)
HAHA 1 (10)_1l4 3 1 2 1 11 (28)
persistente (50) [(43) |(13) |(25) |[(13)
° n(%)

a Negativo para HAHA: Sujetos sin resultados de HAHA
positivos

b HAHA aislado: Sujetos con 1 sola muestra positiva
para HAHA con titulo <25

¢ HAHA persistente: Sujetos con 2 © mas muestras
positivas para HAHA o 1 muestra positiva con titulo 225

Conclusiones

Este estudio de fase 1 caracterizaba la PK/PD y los
perfiles de seguridad iniciales del vedolizumab derivado de
células CHO. Los resultados de este estudio se usaron para
apoyar la seleccidn de dosis para ensayos fundamentales de
fase 3 en enfermedad inflamatoria del intestino.

El vedolizumab demostrd proporcionalidad de dosis a lo
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largo del intervalo de dosis ensayado para el parametro
de Cméx; sin embargo, se observaron cambios dependientes de
la dosis en la AUCO-inf, CL, Vz y tl1/2 de 0,2 a 2,0 mg/kg,
sugiriendo un comportamiento PK no lineal del vedolizumab.
A niveles de dosis superiores a 2,0 mg/kg no se observaron
cambios adicionales en estos parametros, lo que sugiere una
saturacién de un proceso de eliminacidén répida para el
vedolizumab a bajas concentraciones. Los procesos de
eliminacién lineales mas 1lentos probablemente representan
una gran fraccidén de aclaramiento del vedolizumab a dosis
mayores.

El vedolizumab inhibia los parametros PD, Act-1 y
MAdCAM-1-Fc, a niveles méximos o casi en todos los puntos
temporales cuando el vedolizumab era med;ble en el suero.
Una vez que las concentraciones de vedolizumab disminuian
por debajo del 1limite de deteccidén del ensayo, la
inhibicién de Act-1 y MAdCAM-1-Fc volvia a aproximadamente
el nivel basal.

En algunos sujetos que desarrollaron HAHA contra

vedolizumab se observd un aclaramiento més rapido de
vedolizumab y pérdida de saturacidén de receptor de a4f7 en

comparacién con los sujetos negativos para HAHA dentro del
nivel de dosis respectivo.

El vedolizumab se toleraba bien. No se produjeron
muertes, SAE ni AE que condujesen a la interrupcidén de la
administracién del farmaco de estudio durante el estudio,
ni se observd ninguna relacidén de dosis-toxicidad. No se

describieron infecciones oportunistas sistémicas

\S4
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(incluyendo PML) ni neoplasias.

A diferencia de los antagonistas de a4 inespecificos,

el vedolizumab no estaba asociade con linfocitosis o
aumentos medios en log eosindfilos, baséfilos o monocitos
circulantes, ni hay ninguna prueba de reduccidén del nOmero
de linfocitos.

El vedolizumab generaba la formacidén de HAHA, pero los
mayores titulos (>125) se observaron solamente en los 2
grupos de menor dosis, un hallazgo que confirma las
observaciones previas de una reduccidédn dependiente de la
dosis en la inmunogenicidad. Estos datos muestran que la
administracién de mayores dosis de vedolizumab puede
minimizar la formacién de HAHA clinicamente significativos.

En conclusidén, el vedolizumab era en general seguro y
se toleraba bien cuando se administraba en dosis
individuales de 0,2 a 10,0 mg/kg a sujetos sanos.

Ejemplo 6: Determinacidn del efecto del vedolizumab
sobre la proporcién de CD4:CDS8

Sujetos sanos de edades de 18-45 se trataron con una
sola dosis de 450 mg de vedolizumab reconstituido a partir
de una formulacién liofilizada de sacarosa al 10% y diluido
en un sistema de infusién de solucidén salina al 0,9%. Se
recogidé el liquido cefalorraquideo (LCR) por puncién lumbar
antes (basal) y 5 semanas después de la dosis de 450 mg
individual de vedolizumab. Cada sujeto sirvid como su
propio control.

Se seleccioné un punto temporal de 5 semanas basandose

en un estudio previo que mostraba que pacientes con EM

\S5
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tratados con natalizumab demcstraban efectos sobre la

proporcidén de linfocitos CD4+:CD8+ en LCR y reduccidn en el
nimero de lesiones cerebrales después de una sola dosis
(Stuve et al. Arch Neurol.2006; 63: 1383-1387; Stuve et al.
Ann Neurol. 2006; 59: 743-747. Miller et al. N Engl J Med.
2003; 348(1): 15-23); y también porque a las 5 semanas, una
dosis de 450 mg de vedolizumab es suficiente para saturar
la diana y proporciona concentraciones en suero que superan
los niveles valle en estado estacionario estimados
asociados con el régimen de dosis de fase 3 de 300 mg cada
4 semanas.

Se obtuvieron aproximadamente 15 ml de LCR a partir de
cada sujeto para inmunofenotipado. Las muestras de LCR se

incluyeron para andlisis si cumplian los <criterios
siguientes: <10 RBC/ul por muestra (para minimizar la

contaminacién con sangre periférica); resultado de cultivo
de LCR negativo; nameros de linfocitos T adecuado en cada
muestra de citometria de flujo; y no deteccidédn de
anticuerpos en suero contra el vedolizumab.

Las concentraciones de vedolizumab en suero de sujetos

individuales (intervalo 24,9-47,9 ug/ml) y la mediana de la
semana 5 (34,80 pg/ml) eran superiores que la concentracién

valle en estado estacionario proyectada (~24 pg/ml) para el
régimen de dosis de fase 3. Se observd un alto grado (>90%)
de saturacién de receptor de a4B7 a la semana 5 segln se

midié por MAJCAM-1-Fc¢, indicando 1la saturacidén por el

vedolizumab de su diana en el momento de evaluacidén de

|SYA
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criterio de valoraciédn.

No se detectd vedolizumab en ninguna muestra de LCR
(l1imite de deteccidén = 0,125 pg/ml).

Efecto sobre el nGmero v la proporcidn de linfocitos T

Ch4+ v CD8+

El vedolizumab no reducia significativamente la
proporcidén de CD4+:CD8+ (Tabla 25). Ninguno de los sujetos
tenia una proporcidén de CD4+:CD8+ postdosis <1 (p < 0,0001
(prueba t unilateral). El vedolizumab no reducia
significativamente el nlmero de linfocitos T CD4+ o CD8+ en

[+)

el LCR. Ademds, no habia cambios significativos en el % de
linfocitos T CD4+ y % CD8+ en LCR (Tabla 26). Ademds, no se
observaron cambios significativos en WBC, linfocitos T de

memoria CD4+ y CD8+ de sangre periférica (Tabla 27).

Tabla 25: Efecto del tratamiento sobre la proporcidn

de CD4+:CD8+ en LCR (poblacién evaluable, n = 13)

Basal Semana 5 Diferenciat

de proporcidén
CD4+:CD8+

Proporcidn

CD4+:CD8+. 3,59 (0,273) 3,60 0,01 (0,197)

Media (ET) 1,53-5,67 (0,265) *

Intervalo 1,42-5,15

IC bilateral del 3,00-4,19 3,132,

90% para 4,077

proporcidn
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IC bilateral del -0,337, 0,363
90% para

diferencia

IC= intervalo de confianza

*p < 00,0001 (prueba t de una muestra unilateral para
HO:pu<l frente a Hl:u>=1).

t La diferencia se define como proporcidén de semana 5

menos proporcidn basal

Tabla 26: Efecto del tratamiento sobre el recuento de

linfocitos CD4+ y CD8+ en LCR (poblacidén evaluable, n = 13)

Basal Semana 5

()

CD4+ como % de 75,160 (7,3831) 74,215 (6,3732)
linfocitos, media

(DT)

CD8+ como % de 22,272 (5,4320) 22,007 (6,1624)
linfocitos, media

(DT)

Tabla 27: Recuentos de linfocitos T de memoria en

sangre periférica (RO+) (poblacidén evaluable, n = 13)

Basal

Semana 5

Media (DT)

Media (DT)

CD4 +CD45R0O+

27,85 (4,98)

27,06 (5,02)

CD8+CD45RO+ (%)

11,24 (3,40)

10,78 (2,98)

Resumen

El vedolizumab

no afectaba a los recuentos de células
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CD4+ y CD8+ del LCR o a la proporcién de CD4+:CD8+ en

voluntarios sanos después de una sola dosis de 450 mg.
Ninguno de los sujetos tenia una reduccidn en la proporcidn
de CD4+:CD8+ en LCR postdosis inferior a 1. El vedolizumab
no se detectaba en LCR. Ademds, no se observaron cambios en
los WBC totales o en los subconjuntos CD4+ y CD8+ de

linfocitos T de memoria en sangre periférica. La saturacidén
de la diana (a4B7) en sangre se producia en todos los

sujetos en el momento de la evaluacidén del criterio de
valoracidén. Los niveles y la proporcién de linfocitos CD4+
y CD8+ en LCR eran similares a los descritos previamente en
la bibliografia.

Estos resultados concuerdan con la ausencia de efecto
del vedolizumab sobre tanto la inmunovigilancia del SNC
fisioldégica como la inflamacidén patoldégica del SNC de monos

(Véase el Ejemplo 4).

Ejemplo 7: Experiencia <c¢linica a largo plazo con
vedolizumab para el tratamiento de IBD

Se completd un estudio de extensidén de seguridad sin
ocultacién de fase 2 para evaluar la farmacocinética (PK),
farmacodinamia (PD), seguridad y eficacia de vedolizumab a
largo plazo. Los pacientes tenian de 18 a 75 afios de edad y
habian participado previamente en un estudio previo de
PK/PD/seguridad en pacientes con colitis ulcerosa o habian
tenido sintomas de IBD durante al menos 2 meses confirmados

endoscépica y/o histopatolégica y/o radioldgicamente en el
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intervalo de 36 meses desde la exploracién.

Todos los pacientes recibieron un régimen de
dosificacién intravenoso de 2 mg/kg o 6 mg/kg de
vedolizumab (5 mg/ml de anticuerpo, citrato/dcido citrico
20 mM, cloruro sbédico 125 mM, polisorbato 80 al 0,05%, pH
6,0 (almacenado a largo plazo -70°C y hasta 3 meses -20°C))
los dias 1, 15 y 43, seguido de una dosis cada 8 semanas
durante hasta un total de 78 semanas. Los pacientes eran
pacientes con colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn sin
tratamiento previo o pacientes con colitis ulcerosa dque
habian participado en un experimento clinico previo.

Se usaron la eficacia/calidad de vida (QoL) ;
puntuacidén parcial de Mayo (PMS), indice de actividad de
enfermedad de Crohn (CDAI) y el Cuestionario de Enfermedad
Inflamatoria del Intestino (IBDQ) para evaluar los
resultados del estudio.

Resultados de PK

Las concentraciones de vedolizumab pre-infusién medias
eran proporcionales a la dosis y permanecieron estables y
detectables a lo largo del estudio.

Resultados de PD

Los receptores (% ACT-1 + [CD4+CD45RO HIGH] vy %
MAJCAM+ [CD4+CD45RO HIGH] se inhibieron précticamente de
forma completa a lo largo del periodo de estudio a todos
los niveles de dosis.

Puntuacidén parcial de Mayo
La PMS media basal era mayor para pacientes con

colitis ulcerosa sin tratamiento previo (5,4) que para

0
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pacientes de continuacién con colitis ulcerosa (2,3).

El dia 43, la PMS media mostrd una disminucidén pronunciada
para pacientes con colitis ulcerosa tanto de continuacién
como sin tratamiento previo. El1 dia 155, las puntuaciones
medias de los dos grupos fueron similares. La PMS media
continué disminuyendo hasta el dia 267 y se estabilizd
después de esto.
Indice de actividad de la enfermedad de Crohn

El CDAI media de pacientes con CD disminuyd de 294,6
en~e1 nivel basal a 237,7 el dia 43 y continudé disminuyendo
hasta el dia 155 (156,1).
IBDQ

Los pacientes de continuacidén con colitis ulcerosa
tuvieron las mayores puntuaciones de IBDQ medias en el
nivel basal. El dia 43, las puntuaciones de IBDQ medias
habian aumentado en 1los tres grupos de enfermedad. Las
puntuaciones de IBDQ medias continuaron aumentando a lo
largo del tiempo en los 3 grupos de enfermedad, alcanzando
un mdximo el dia 155 para pacientes con enfermedad de Crohn
y el dia 491 para pacientes con colitis ulcerosa sin
tratamiento previo y pacientes de continuacidén con colitis
ulcerosa.
Proteina C reactiva

Los pacientes tanto de continuacién con colitis
ulcerosa como de enfermedad de Crohn mostraron niveles de
CRP medios disminuidos a lo largo del dia 155 y después se
estabilizaron. Los pacientes con colitis ulcerosa sin

tratamiento previo tenian un menor nivel de CRP medio en el

k)
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nivel basal que los pacientes de continuacidn
con colitis ulcerosa (2,28 frente a 7,09). Los niveles de
CRP medios de 1los pacientes con colitis ulcerosa sin
tratamiénto previo permanecieron relativamente constantes
en todos los puntos de tiempo evaluados.

Otros resultados de seguridad

No se informaron infecciones oportunistas sisteméticas
(incluyendo PML) durante el estudio. Un paciente dio
positivo para viremia de JC en un UGnico punto de tiempo,
aunque dio negativo para JCV en todos los demas puntos de
tiempo. Tres de 72 pacientes (4%) tuvieron resultados de
HAHA positivos (dos de estos fueron temporalmente
positivos). E1 estudio no mostrdé pruebas de toxicidad
hepédtica, linfocitosis o linfopenia o cualquier otro cambio
de laboratorio asociado a farmaco.

Conclusiones

El vedolizumab administrado a 2,0 o 6,0 mg/kg una vez
cada 8 semanas durante hasta 78 semanas consiguid
saturaciones de receptor diana, se asocid con disminuciones
medias duraderas en la actividad de la enfermedad y mejord
las puntuaciones de IBDQ, fue generalmente seguro y bien
tolerado y demostrd inmunogenicidad aceptable.

Ejemplo 8: Induccidén de respuesta y remisidn en
pacientes con enfermedad de Crohn de moderada a gravemente
activa

Se completd un estudio multicéntrico controlado con
placebo doblemente a ciegas aleatorizado para evaluar el

efecto de induccién del vedolizumab a dosis de 300 mg

\62
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(reconstituido a partir de una formulacidn de
anticuerpo 60 mg/ml en histidina 50 mM, arginina 125 mM,
polisorbato 80 al 0,06%, sacarosa al 10%, a pH 6,3 que

estaba liofilizado) en pacientes en los que fracasd el
antagonista de TNFa a la semana 6 (después de 2 dosis - 0 y

2 semanas) vy a la semana 10 (después de 3 dosis). E1l

estudio consistid en 416 pacientes, en el 75% de los cuales

fracasd el antagonista de TNFa y el 25% de los cuales no

habia recibido tratamiento previo con TNF . Las

caracteristicas demogrdficas y la medicacién de IBD
concomitante se equilibraron a lo‘largo de los grupos de
tratamiento. Las caracteristicas basales de enfermedad
también se equilibraron a lo largo de los grupos de
tratamiento, excepto para la actividad de enfermedad basal.

El criterio de valoracidén primario designado por el

estudio era la remisidn en semana 6 (%) en la poblacidén en
la que fracasd el antagonista anti-TNFoa. Los criterios de

valoracidn secundarios clave que se evaluaron
(procedimiento de ensayo secuencial) fueron: remisidén en
semana 6 (%) en la poblacidén global, remisidén en semana 10

(%) en la poblacidén global y en la que fracasdé el
antagonista anti-TNF-o (usando el procedimiento de

Hochberg), remisidén mantenida en semana 6 y 10 (%) en la

poblacién global y en la que fracasd el antagonista anti-
TNF-o (usando el procedimiento de Hochberg) y respuesta
aumentada en semana 6 (%) en la poblacidén en la que fracasd

el antagonista anti-TNF-a.

163
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Tabla 28: CDAI Basal:

Placebo Vedolizumab valor p
ITT TNF: 306,1 (55,43) 316,1 (52,63) 0,0945
Media (Desv.
Tip.)
ITT Global: 301,3 (54,97) }|313,9 (53,17) 0,0153
Media (Desv.
Tip.)

Tabla 29: Resultados del estudio de induccidn:

criterios de

valoracidén primarios y secundarios clave

Criterios |ITT TNF (N = 315) ITT Global (N = 416)
de
valoracidn
Pr.A |vDzZ |[Dif. |Valor |PLA |VvDZ |Dif. [Valor P
N=157(V=158| (RR) |P N=207|N=209| (RR)
Remisidn 12,1%(15,2%|3,0% |0,4332
primaria (1,2)
sem 6
1* 12,1%(19,1%(6,9% |0,0478
Remisidn (1,6)
secundaria
sem 6
23 12,1%|26,6%|14,4%|0,0012[13% 28,7%|15,5%|<0,0001
Remisidn (2,2) (2.2)
secundaria
sem 10




Remisidn 8,3% [12,0%|3,7% 3?2755 8,2% {15,3%|7% 0,0249
mantenida (1,4) (1,9)
(tanto sem
6 como 10)
Respuesta |22,3%(39,2%|16,9%|0,0011
aumentada (1,8)
(CDAI100)

Tabla 30: Resultados en pacientes sin tratamiento
previo con antagonista anti-TNF-a (n = 101, 24% de global)

Placebo |Vedolizumab |Diferencia |IC 95%

Remisidn 12 31,4 19,1 (3,3,
semana 6 35,0)
Remisidn 16 35,3 19,2 (2,4,
semana 10 35,8)

Tabla 31:

Resultados de estudio:

remisidn c¢linica a las

semanas 6 y 10, subgrupo clave - fracasos de tratamiento

previo, ITT global
Subgrupo Variable |Placebo |VDZ Dif 1C 95%
Cualquier N 156 155
fracaso previo Sem 6 12,8 14,8 2 (-5,7,

de anti-TNF (75%|Rem (%)

\6&D
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de ITT) Sem 10 12?23 26,5 13,6 (4,9,
Rem (%) 22,3)

Fracaso previo [N 45 44

de Sem 6 11,1 31,8 20,7 (-0,5,

inmunomodulador |[Rem (%) 39,7)

pero no fracaso |[Sem 10 15,6 31,8 16,3 (-1,1,

de anti-TNF (21%|Rem (%) 33,6)

ITT)

Fracaso previo N 5 9

de Sem 6 0 33,3 33,3 (-23,9,

corticosteroides|{Rem (%) 75,7)

solamente (3% Sem 10 0 44,4 44,4 (-13,4,

ITT) Rem (%) 85, 3)

El estudio demostrd que los pacientes con fracaso de
antagonista de TNF-a requerian 3 dosis para la induccién de
la remisidén. Los indices de remisién en los pacientes con
fracaso de antagonista de TNF-o aumentaban entre la semanas

6 y la semana 10, pero sdlo para el grupo con vedolizumab

(no placebo). Los iIndices de remisidén para los pacientes
sin tratamiento previo con antagonista de TNF-a 1o
aumentaban sustancialmente entre las semana 6 y 10. De las
poblaciones con fracaso del antagonista de TNF-o con un
alto grado de gravedad de 1la enfermedad, el 43% no

respondieron nunca a un antagonista de TNF-a y el 45%

perdieron la respuesta.

Ejemplo 9: Induccidén y mantenimiento de respuesta y

o
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remisién en pacientes con colitis ulcerosa de
moderadamente a gravemente activa

Un solo ensayo que comprende dos estudios
multicéntricos doblemente a ciegas aleatorizados disefiados
para evaluar 1la induccién y el mantenimiento de la
respuesta y la remisidén en pacientes con colitis ulcerosa
de moderadamente a gravemente activa. Las caracteristicas
demogrédficas y de enfermedad basal eran comparables en
todos los grupos de tratamiento.

El estudio de induccidn, usando administracién
intravenosa, comparaba el placebo frente a vedolizumab a
una dosis de 300 mg reconstituida a partir de una
formulacidén liofilizada de anticuerpo 60 mg/ml en histidina
50 mM, arginina 125 mM, polisorbato 80 al 0,06%, sacarosa
al 10% a pH 6,3, con un criterio de valoracidén a las 6
semanas después de 2 dosis de vedolizumab.

El estudio de mantenimiento, uéando la misma
formulacién y via de administracién que el estudio de
induccién, comparaba el placebo frente a vedolizumab
dosificado cada cuatro semanas y el placebo frente a
vedolizumab dosificado cada ocho semanas. Cada paciente
tenia entre 18-80 aflos, se le habia diagnosticado colitis
ulcerosa de moderadamente a gravemente activa; se demostrd
que en el periodo de 5 alflos anterior presentaba una
respuesta inadecuada, una  pérdida de respuesta o)
intolerancia a al menos una terapia convencional (por
ejemplo, corticosteroides); y podia estar recibiendo una

dosis terapéutica de terapias convencionales para la EII.

\6+
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El criterio de valoracidn de este estudio fue a las 52

- semanas, analizando la poblacién gque respondia a la

induccién. Ambas fases del ensayo alcanzaron sus criterios
de valoracidén primarios, a saber, respuesta quimica en la
induccién y remisidén clinica en el mantenimiento.

Se recogieron muestras de sangre para medir las
concentraciones de vedolizumab durante el estudio. La
concentracién en suero media de vedolizumab al final de la
fase de induccién fue de 20 a 30 pug/ml. Las concentraciones
en suero valle medias de vedolizumab en estado estacionario

después de una infusidén IV de 30 min de administracidén de

dosis de 300 mg eran de entre 9 y 13 ug/ml para el régimen

de cada 8 semanas y de entre 35 y 40 ug/ml para el régimen

de cada 4 semanas. Al final de la infusidén la mediana de

las concentraciones plasmidticas de vedolizumab era de entre

98 y 101 pg/ml para el régimen de cada 8 semanas y de

- aproximadamente 129 y 137 ug/ml para el de cada 4 semanas.

En las Tablas 32-35 se proporcionan resGmenes de las
respuestas de los estudios de induccidén y mantenimiento.
Una proporcién significativamente mayor de pacientes
tratados con vedolizumab consiguid respuesta clinica,
remigidén y cicatrizacidn de la mucosa a las 6 semanas en
comparacién con el placebo (Tabla 32). El1 39% de 1la

poblacién de andlisis por intencidén de tratar en fase de
induccién habia tenido un fracaso de anti-TNFa previo. Las

tasas de respuesta clinica y remisién eran mayores en

pacientes con vedolizumab que con placebo entre los que
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habian tenido wun fracaso previo de anti-TNF y los que
no habian tenido exposicidén previa a anti-TNF. En anélisis
preliminares a lo largo de la semana 6, las tasas de
acontecimientos adversos (AE), AE graves y acontecimientos
adversos que condujeron a interrupcidén del estudio fueron
mayores en el grupo de placebo que en el grupo de
vedolizumab. Una proporcién significativamente mayor de
pacientes con vedolizumab que los pacientes con placebo
consiguié la remisidén clinica, cicatrizacién de la mucosa y
remisidén sin corticosterocides a las 52 semanas y respuesta
y remisién duraderas (Tabla 33). El 32% de la poblacidén de

estudio de mantenimiento habia tenido un fracaso previo de
anti-TNFo. Las tasas de remisidn clinica y de respuesta

clinica duradera fueron mayores con vedolizumab gque con
placebo en pacientes tanto con fracaso de TNF como sin TNF
previo. En la poblacién de seguridad (N = 895) para las
semanas 0-52, las tasas de acontecimientos adversos (AE),
AE graves e infecciones graves fueron similares en los
grupos de vedolizumab y de placebo. No se observé ningln
aumento en las tasas de infecciones oportunistas o

entéricas en el grupo de vedolizumab.

Tabla 32: Resultados de estudio de induccidén - Criterios de

valoracién primarios y secundarios clave

Criterios de Placebo | Vedolizumab | Diferencia/RR| Valor
valoracidn de de P

la eficacia

Respuesta 25,5% 47,1% 21,7%/1,8 <0,0001
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clinica (%)
Remisidn 5,4% 16,9% 11,5%/3,1 0,0010
clinica (%)
Cicatrizacién 24,8B% 40,9 16,1%/1,6 0,0013

de la mucosa

(%)

o




Tabla 33: Resultados de
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estudio de mantenimiento -

Criterios de valoracidén primarios y secundarios clave

Criterio de Placeb | VDZ VvDZ | Diferencia/R | Valor
valoracidén de e} cada | cada R de P
la eficacia N=126 8 4 cada 8
N=12 | N=12 frente a Pb
2 5 cada 4
frente a Pb
Remisidn 15,9 41,8 | 44,8 26,1/2,7 <0,000
clinica (%) 29,1/2,8 1
<0,000
1
Respuesta 23,8 56,6 | 52,0 32,8/2,4 <0, 000
permanente (%) 28,5/2,2 1
<0, 000
1
Cicatrizacidén 19,8 51,6 56,0 32,0/2,6 <0,060
de la mucosa 36,3/2,8 1
(%) <0,000
1
Remisidn 8,7 20,5 | 24,0 11,8/2,4 0,0090
duradera (%) 15,3/2,8 0,0011
Remisidén sin 13,9 31,4 45,2 17,6/2,3 0,0133
corticosteroide n=72 n=70 | N=73 31,4/3,3 <0,000
s (%) 1

Tabla 34: Estudio de induccidn: respuesta clinica y

remisién a las 6 semanas en pacientes con fracaso previo de

antagonista anti-TNF-a y sin exposicién a anti-TNF,
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Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o

(39%)
Criterio Placebo Vedolizumab | Diferencia | 95% de IC
de N=63 N=82
valoracidén
Respuesta 20,6 39,0 18,4 3,9, 32,9
clinica
(%)
Remisidén 3,2 9,8 6,6 -9,8, 22,8
clinica
(%)
Pacientes sin exposicidén a antagonista anti-TNF-o (55%)
Placebo Vedolizumab | Diferencia | 95% de IC
N=76 N=130
Respuesta 26,3 53,1 26,8 13,7, 39,9
clinica
(%)
Remigidn 6,6 23,1 16,5 2,4, 30,2
clinica
(%)

Tabla 35: Remisidn clinica y respuesta clinica duradera a

las 52 semanas: pacientes con fracaso previo de antagonista

anti-TNF-o o sin exposicidén a antagonista anti-TNF-a,

poblacién ITT

Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o

2
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(32%)
| Criterio de | Placebo | VDZ VDZ Diferencia 95%
valoracidén |[N=38 cada 8 cada 4 cada 8 de IC
semanas | semanas | semanas
N=43 N=40 frente a
placebo
cada 4
semanas
frente a
placebo
Remisidn 5,3 37,2 35,0 31,9 10,3,
clinica (%) 29,7 51,4
7.4,
49,4
Respuesta 15,8 46,5 42,5 30,7 11,8,
clinica 26,7 49,6
duradera 7,5,
(%) 45,9
Pacientes sin exposicidén a antagonista anti-TNF-o (60%)
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Placebo | VDZ cada | VDZ cada | Diferencia 95%
N=79 8 4 cada 8 de IC
gsemanas | semanas | semanas
N=72 N=73 frente a
placebo
cada 4
semanas
frente a
placebo
Remisidn 19,0 45,8 47,9 26,8 12,4,
clinica (%) 29,0 41,2
14,6,
43,3
Respuesta 26,6 65,3 56,2 38,7 24,0,
clinica 29,6 53,4
duradera 14,6,
(%) 44,6

Ejemplo 10:

‘induccidén y mantenimiento de la respuesta y

remisidén en pacientes con enfermedad de Crohn de moderada a
gravemente activa

Un experimento simple gque comprende dos estudios

multicéntricos aleatorizados con doble ocultacidn disefiados

para evaluar la induccién y el mantenimiento de 1la

respuesta y remisién en pacientes con enfermedad de Crohn

de moderada a gravemente activa. Las caracteristicas

demograficas y de la enfermedad basal fueron comparables a
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través de todos los grupos de tratamiento.

El estudio de induccién, usando administracién
intravenosa, compard placebo frente a vedolizumab a una
dosis de 300 mg reconstituida a partir de una formulacidn
liofilizada de 60 mg/ml de anticuerpo en histidina 50 mM,
arginina 125 mM, polisorbato 80 al 0,06%, sacarosa al 10%,
a pH 6,3, con un criterio de valoracidén a las 6 semanas
después de 2 dosis de vedolizumab.

El estudio de mantenimiento, usando la misma
formulacién y via de administracién gque el estudio de
induccién, compard el placebo frente a vedolizumab
dosificado cada cuatro semanas y ©placebo frente a
vedolizumab dosificado cada ocho semanas. El1 criterio de
valoracidén de este estudio fue a las 52 semanas, analizando
la poblacidén que respondia a la inducciédn.

Sorprendentemente, este estudio mostrd que los grupos
de cada 4 y cada 8 semanas proporcionaron resultadosvmuy
similares. Los restUmenes de las respuestas de los estudios
de induccidn y mantenimiento se proporcionan en las Tablas
36-39. Una proporcidén significativamente mayor de pacientes
tratados con vedolizumab consiguid la remisidn clinica y 1la
respuesta aumentada en comparacidn con el placebo (Tabla
36). Las tasas de remisién clinica y respuesta aumentada
fueron mayores en pacientes con vedolizumab que con placebo
entre los que habian tenido un fracaso previo de anti-TNF vy
los gue no habian tenido exposicién previa a anti-TNF. Las
tasas de acontecimientos adversos (AE), AE gJgraves e

infecciones gravesg fueron similares entre los grupos de
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se observd® aumentoc en las

tasas de infecciones oportunistas o entéricas en el grupo

de vedolizumab.

Tabla 36:

resultados de estudio de induccién -

valoracidn primarios y secundarios

criterios de

Criterios de | Placebo |Vedolizumab | Diferencia | Valor de P

valoracién N=148 N=220 ajustada/RR
Remigidn 6,8% 14,5% 7,8%/2,1 0,0206
clinica (%)
Respuesta 25,7% 31,4% 5,7%/1,2 0,2322
aumentada

(%)
Cambio de -3,6 -2,9 0,9288
CRP medio N=147 N=220

(pg/ml)

Tabla 37: resultados de estudio de mantenimiento -

criterios de valoracidén primarios y secundarios clave

Criterio de Placebo | VDZ VDZ Diferencia |Valor
valoracién de N=153 cada cada | ajustada/RR [de P
eficacia 8 cada 8
N=154 | N=154 | frente a Pb
cada 4
frente a Pb
Remisidén clinica 21,6 39,0 36,4 17,4/1,8 0,0007
(%) 14,7/1,7 0,0042
Respuesta 30,1 43,5 45,5 13,4/1,4 0,0132
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aumentada (%) 15,3/1,5 0,0053
Remigidn sin 15,9 31,7 28,8 15,9/2,0 0,0154
corticosteroides N=82 N=82 N=80 12,9/1,8 0, 0450
(%)

Remisidn 14,4 21,4 16,2 7,2/1,5 0,1036
duradera (%) | 2,0/1,1 0,6413

Tabla 38:

remisidén clinica y respuesta aumentada a las 6

semanas en pacientes con fracaso previo de antagonista

anti-TNF-a y sin exposicién a anti-TNF, poblacidén ITT

Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a

(48%)

Criterio de Placebo | Vedolizumab | Diferencia | 95% de IC
valoracidn N=70 N=105

Remisidn 4,3 10,5 6,2 (-9,1,
Clinica (%) 21,3)
Respuesta 22,9 23,8 1,0 (-11,8,
aumentada (%) 13,7)

Pacientes sin

exposicidén a antagonista anti-TNF-a (50%)

Placebo | Vedolizumab | Diferencia | 95% de IC
N=76 N=130109%
Remisién 9,2 17,4 8,2 (-1,4,
Clinica (%) 17,9)
Respuesta 30,3 42,2 11,9 (-1,9,
aumentada 25,8).
(%)
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Tabla 392: remisidn clinica y respuesta aumentada a las 52

semanas: pacientes con fracaso previo de antagonista anti-

TNF-o o sin exposicidn a antagonista anti-TNF-a, poblacidén

ITT
Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a
(51%)
Criterio | Placebo | VDZ cada | VDZ cada Diferencia 95%
de N=78 8 4 semanas cada 8 de IC
valoracidén semanas N=77 semanas
N=82 frente a
placebo
cada 4
semanas
frente a
placebo
Remigién 12,8 28,0 27,3 15,2 (3,0,
Clinica 14,5 27,5)
(%) (2,0,
26,9)
Respuesta 20,5 29,3 37,7 8,8 (-
aumentada 17,1 4,6,
(%) 22,1)
(3,1,
31,2)
Pacientes sin exposicién a antagonista anti-TNF-o (45%)
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Tabla 40: Resumen de1783ecuencias

SEC ID Secuencia mostrada Descripcidn

N°:

1 FIG. 1 ADN que codifica la
cadena pesada de la
inmunoglobulina anti-o4f7
humanizada

2 FIG. 1 Secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada de la
inmunoglobulina anti-a4f7
humanizada

3 FIG. 2 ADN que codifica la
cadena ligera de la
inmunoglobulina anti-a4f37
humanizada

4 FIG. 2 Secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera de la
inmunoglobulina anti-a4fp7
humanizada

5 FIG. 3 Cadena ligera humanizada
madura de LDP-02

6 FIG. 4 Regidén constante de la
cadena ligera kappa
humana genérica

7 FIG. 4 Regidn constante de la

cadena ligera kappa

murina genérica




SEC ID Secuencia mostrada;]79 Descripcién
N°:
8 Mencionada en la CDR1 de cadena pesada de
pagina 30 anticuerpo ACT-1 de ratdn
SYWMH
9 Mencionada en la CDR2 de anticuerpo ACT-1
pégina 30 de ratén de cadena pesada
EIDPSESNTNYNQKFKG
10 Mencionada en la CDR3 de anticuerpo ACT-1
pagina 30 de ratén de cadena pesada
GGYDGWDYAIDY
11 Mencionada en la CDR1 de anticuerpo ACT-1
pégina 30 de ratdn de cadena ligera
RSSQSLAKSYGNTYLS
12 Mencionada en la CDR2 de anticuerpo ACT-1
| pAgina 30 de ratén de cadena ligera
GISNRFS
13 Mencionada en la CDR3 de anticuerpo ACT-1
pagina 30 de ratdén de cadena ligera
LQGTHQPYT
14 FIG. 7 Regidn variable de cadena
ligera kappa de
anticuerpo GM607 CL
humano
15 FIG. 7 Regidén variable de cadena

pesada de anticuerpo

21/28 CL humano
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Aunque esta invencidén se ha mostrado y descrito

particularmente con referencias a realizaciones preferidas
de la misma, los expertos en la materia entenderan que
pueden realizarse diversos cambios en la forma y los
detalles de la misma sin alejarse del alcance de 1la

invencién abarcado por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacidén estable que comprende una mezcla de un

azicar no reductor, un anticuerpo anti-a4f7 y al menocs un

aminodcido libre, en la que la formulacidén estd en forma

s6lida y la proporcidén molar de azGcar no reductor respecto

a anticuerpo anti-oa4fB7 (moles:moles) es superior a 600:1.

2. La formulacidn de la reivindicacidén 1, en la que dicha

formulacién comprende ademds un agente tamponante.

3. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que dicho
azGcar no reductor se selecciona del grupo que consiste en
manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa y combinaciones de

los mismos.

4. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que dicho
aminodcido libre se selecciona del grupo que consiste en
histidina, alanina, arginina, glicina, &cido glutéamico y

combinaciones de los mismos.

5. La formulacidén de la reivindicacién 1, en la que dicha

formulacidén comprende ademds un tensioactivo.

6. La formulacién de la reivindicacidén 5, en la que dicho

tensiocactivo se selecciona del grupo gque consiste en
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polisorbato 20, polisorbato 80, un poloxamero Yy
combinaciones de los mismos.
7. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que dicha

formulacién estad 1liofilizada y comprende de al menos

aproximadamente el 5% a aproximadamente el 10% del

anticuerpo anti-a4fB7 antes de la liofilizacién.

8. La formulacién de la reivindicacién 1, en la que dicha

formulacién comprende al menos aproximadamente el 6% del

anticuerpo anti-a4fB7 antes de la liofilizacién.

9. La formulacidn de la reivindicacidén 1, en la que dicha
formulacidén comprende entre aproximadamente 100 mM Yy

aproximadamente 175 mM de aminodcido libre.

10. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que dicha

formulacidén es una formulacidén ligquida.

11. La formulacidn de la reivindicacidén 1, en la que dicha

formulacidén es una formulacidén seca.

12. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que dicha
formulacidén es estable durante al menos tres meses a 40°C,

HR del 75%.

13. Una formulacidén 1liquida estable gque comprende en

solucidén acuosa, un azGcar no reductor, un anticuerpo anti-
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o4B7 y al menos un aminodcido libre, en la que
la proporcidén molar de azlicar no reductor respecto a

anticuerpo anti-oa4f7 (moles:moles) es superior a 600:1.

14. La formulacidén liquida de la reivindicacidn 13, en la
que dicha formulacién comprende ademas un agente

tamponante.

15. La formulacidén liquida de la reivindicacién 13, en la
que dicho azlcar no reductor se selecciona del grupo que
consiste en manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa vy

combinaciones de los mismos.

16. La formulacién liquida de la reivindicacidén 13, en la
que dicho aminocdcido se selecciona del grupo que consiste
en histidina, alanina, arginina, glicina, &cido glutémico y

combinaciones de los mismos.

17. La formulacién liquida de la reivindicacidén 13, en la

que dicha formulacidén comprende ademds un tensioactivo.

18. La formulacién liquida de la reivindicacidn 17, en la
que dicho tensicactivo se selecciona del grupo que consiste
en polisorbato 20, polisorbato 80, un poloxamero vy

combinaciones de los mismos.

19. La formulacidén ligquida de la reivindicacidédn 13, en la

que dicha formulacidén tiene un pH de entre aproximadamente
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5,5 y aproximadamente 7,5.

20. La formulacién liquida de la reivindicacién 13, en la
que dicha formulacidén tiene un pH de entre aproximadamente

6,0 y aproximadamente 6,5.

21. La formulacién liquida de la reivindicacidén 13, en la
que dicha formulacién comprende de al menos aproximadamente

60 mg/ml a aproximadamente 80 wmg/ml de anticuerpo anti-

a4B7.

22. La formulacidén liquida de la reivindicacién 13, en la

que dicha formulacidén comprende al menos aproximadamente 60

mg/ml de anticuerpo anti-oa4f7.

23. Una formulacidén estable que comprende de al menos

aproximadamente 60 mg/ml a aproximadamente 80 mg/ml de
anticuerpo anti-oa4ff7, un agente tamponante y al menos

aproximadamente el 10% (p/p) de azlGcar, en la que dicha

formulacién es una formulacidén liquida.

24. La formulacién de 1la reivindicacidén 23, en 1la gque

dicho agente tamponante es tampdn de histidina.

25. La formulacidén de 1la reivindicacién 23, en la que

dicho azOcar es sacarosa.
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26. Una formulacidén estable que comprende al menos

aproximadamente 60 mg/ml de anticuerpo anti-a4B7 y al menos

aproximadamente el 10% (p/p) de azlcar no reductor, en la

que dicha formulacidén estd liofilizada.

27. La formulacién de la reivindicacidén 26, en la que

dicha formulacidén comprende ademéds polisorbato 80.

28. La formulacidén de la reivindicacidn 26, en la due

dicho azicar no reductor es sacarosa.

29. Una formulacién estable que comprende una mezcla de un
azicar no reductor, un anticuerpo anti-o4f37, histidina,

arginina y polisorbato 80, en la que la formulacidén estéd en

forma sdélida y la proporcidn molar de azGcar no reductor
respecto a anticuerpo anti-o4f7 (moles:moles) es superior a

600:1.

30. La formulacién de cualquiera de las reivindicaciones
13-25, en la que dicha formulacidén comprende ademd&s un

quelante de metal.

31. La formulacidén de cualquiera de las reivindicaciones
13-25, en la que dicha formulacidén comprende ademéds un

antioxidante.

32. La formulacién de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-31, en la que dicho anticuerpo es
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vedolizumab.

33. Un método de preparacién de la formulacién de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-32, comprendiendo
dicho método mantener la temperatura del producto por
debajo de la temperatura de colapso durante el secado

primario.

34, El1 método de 1la reivindicacidén 33, que comprende

ademds una etapa de atemperado.

35. Un método de determinacién de la calidad de wuna
formulacién liofilizada gue comprende inspeccionar la
formulacién para determinar su aspecto; determinar el
tiempo de reconstitucién; determinar el contenido de
humedad; determinar el porcentaje de agregados presentes;
determinar el ©porcentaje de fragmentos ©presentes; y

determinar los niveles de oxidacién/desamidacién.

36. E1 método de 1la reivindicacidén 35, gque comprende
ademds determinar la actividad biolégica y la potencia de

la formulacidn.

37. Un método para tratar un paciente humano gque padece
una enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el
método comprende la etapa de:

administrar a un paciente que padece una enfermedad

inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada o
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fragmento de unién al antigeno de la misma, dJue

tiene especificidad de unidén por la integrina «4B7 humana,

en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
5 unién al antigeno de la misma se administra al
paciente de acuerdo con el régimen de dosificacién
siguiente:
a. una dosis inicial de 300 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén al antigeno
10 de la misma como una infusién intravenosa;

b. seguidas de una segunda dosis posterior
de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento
de unién al antigeno de la misma como una infusidn
intravenosa a aproximadamente dos semanas después de

15 la dosis inicial;

c. seguida de una tercera dosis posterior de 300
mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién a antigeno de la misma como una infusidn
intravenosa a aproximadamente seis meses después de la

20 dosis inicial.

d. seguida de una <cuarta dosis y dosis
posteriores de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada
o fragmento de unidén a antigeno de la misma como una
infusién intravenosa cada cuatro semanas o cada ocho

25 semanas después de la tercera dosis posterior del
anticuerpo humanizado segtn sea necesario;
en el que el régimen de dosificacidén induce una

respuesta clinica y la remisidén clinica en la enfermedad
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inflamatoria del intestino del paciente; y

en el que ademds la inmunoglobulina humanizada o el
fragmento de unién al antigeno comprende una regidén de
unién al antigeno de origen no humano y al menos una
porcién de un anticuerpo de origen humano, en el que la

inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén al antigeno
tiene especificidad de unidén por el complejo w47, en el

que la regidén de unién al antigeno comprende las CDR:
Cadena ligera: CDR1 SEC ID N°: 9
CDR2 SEC ID N°: 10
CDR3 SEC ID N°: 11
Cadena pesada: CDR1 SEC ID N°: 12
CDR2 SEC ID N°: 13

CDR3 SEC ID N°: 14,

38, E1l método de la reivindicacidén 37, en el que el
paciente tenia una falta de respuesta adecuada con, pérdida
de respuesta a, o era intolerante al tratamiento con al
menos uno de un inmunomodulador, un antagonista del factor

de necrosis tumoral alfa o combinaciones de los mismos.

39. El1 método de 1la reivindicacién 37, en el que la
enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de

Crohn o colitis ulcerosa.

40. E1 método de 1la reivindicacidén 39, en el que la

enfermedad inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa.
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41. E1 método de la reivindicacidén 39, en el que
la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis

ulcerosa de moderada a gravemente activa.

42, El método de 1la reivindicaciédn 41, en el que el
régimen de dosificacién da como resultado la cicatrizacidn

de la mucosa en pacientes que padecen una colitis ulcerosa

de moderada a gravemente activa.

43. El1l método de 1la reivindicacidén 37, en el que el
régimen de dosificacién da como resultado una reduccidn,
eliminacién o reduccién vy eliminacién del wuso de

corticosteroides por el paciente.

44. El1 método de la reivindicacién 37, en el que el
paciente recibidé previamente tratamiento con al menos un
corticosteroide para la enfermedad inflamatoria del

intestino.

45. El1 método de la reivindicacidén 37, en el que 1la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a antigeno
de la misma se administra en una forma de dosificacidn
final a una concentracién de entre aproximadamente 1,0

mg/ml y aproximadamente 1,4 mg/ml.

46. El método de 1la reivindicacién 45, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a antigeno

de la misma se administra en una forma de dosificacidn
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final de aproximadamente 1,2 mg/ml.

47. E1 método de 1la reivindicacidén 37, en el que 1la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a antigeno
de la misma se administra al paciente en aproximadamente 30

minutos.

48. El método de la reivindicacidén 45, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén al antigeno
de la misma se reconstituye a partir de una formulacidén

1iofilizada,

49. El método de la reivindicacidén 45, en el que ademas la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén al antigeno
de la misma se reconstituye para comprender una formulacidn

ligquida estable.

50. El1 método de 1la reivindicacidén 37, en el que el
régimen de dosificacién no altera la proporcién de CD4
respecto a CD8 en el liquido cefalorragquideo de pacientes

que reciben dicho tratamiento.

51. Un régimen de dosificacibébn para el tratamiento
terapéutico de la enfermedad inflamatoria de intestino, en
el que el método comprende la etapa de:

administrar a un paciente que padece una enfermedad
inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada o

fragmento de unién a antigeno de la misma gque tiene

A
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especificidad de unién por 1la integrina o4B7 humana,

en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién a antigeno de la misma se administra al paciente de
acuerdo con el régimen de dosificacidén siguiente:

a. una dosis inicial de 300 mg de inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién a antigeno de la misma como
una infusién intravenosa;

b. seguida de una segunda dosis posterior de 300 mg de
la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a
antigeno de la misma como una infusidén intravenosa a
aproximadamente dos semanas después de la dosis inicial;

c. seguida de una tercera dosis posterior de 300 mg de
la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién a
antigeno de la misma como una infusién intravenosa a
aproximadamente seis semanas después de la dosis inicial.

d. seguida de una cuarta dosis y dosis posteriores de
300 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unidén a antigeno de la misma como una infusién intravenosa
cada cuatro semanas o cada ocho semanas después de la
tercera dosis posterior del anticuerpo humanizado segin sea
necesario;

en el gque el régimen de dosificacidén induce una
respuesta clinica y la remisidén clinica en la enfermedad
inflamatoria del intestino del paciente; y

en el que ademds la inmunoglobulina humanizada o el
fragmento de unidén a antigeno comprende una regidén de unidén
a antigeno de origen no humano y al menos una porcidén de un

anticuerpo de origen humano, en el que la inmunoglobulina

Mg



10

15

20

25

192

humanizada o fragmento de unién a antigeno tiene
especificidad de unién por el complejo a4P7, en el que la
regién de unién a antigeno comprende las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) establecidas a
continuacién:
Cadena ligera: CDR1 SEC ID N°: 9
CDR2 SEC ID N°: 10
CDR3 SEC ID N°: 11
Cadena pesada: CDR1 SEC ID N°: 12
CDR2 SEC ID N°: 13

CDR3 SEC ID N°: 14.

52. El régimen de dosificacidén de la reivindicacidén 51, en
el que el paciente tenia una falta de una respuesta
adecuada con, pérdida de respuesta a, o era intolerante al
tratamientoc con al menos uno de un inmunomodulador, un
antagonista de factor de necrosis tumoral alfa o

combinaciones de los mismos.

53. El régimen de dosificacidén de la reivindicacidén 51, en
el que la enfermedad inflamatoria del intestino es

enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

54. El régimen de dosificacién 52, en el que la enfermedad

inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa.

A5
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55. E1 régimen de dosificacidn de la
reivindicacidén 54, en el que la enfermedad inflamatoria del
intestino es colitis ulcerosa de moderada a gravemente

activa.

56. El régimen de dosificacién de la reivindicacidén 55, en
el que el régimen de dosificacidén da como resultado 1la
cicatrizacidén de la mucosa en pacientes que padecen una

colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa.

57. El régimen de dosificacidn de la reivindicacidén 51, en
el que el régimen de dosificacidén da como resultado una
reduccidén, eliminacidén o reduccidn y eliminaciédn del uso de

corticosteroides usados por el paciente.

58. El régimen de dosificacidén de la reivindicacidn 51, en
el que el paciente recibid previamente tratamiento con al
menos un corticosteroide para la enfermedad inflamatoria

del intestino.

59. El régimen de dosificaciédn de la reivindicacién 51, en
el gue la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a
antigeno de 1la misma se administra en wuna forma de
dosificacidn final a una concentracidn de entre

aproximadamente 1,0 mg/ml y aproximadamente 1,4 mg/ml.

60. El régimen de dosificacién de la reivindicacidn 59, en

el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a
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antigeno de la misma se administra en una forma de

dosificacidén final de aproximadamente 1,2 mg/ml.

61. El régimen de dosificacidén de la reivindicacién 51, en
el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a
antigeno de la misma se administra al paciente en

aproximadamente 30 minutos.

62. El1 método de 1la reivindicacidén 61, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unidén a antigeno
de la misma se reconstituye a partir de una formulacidn
liofilizada.

63. El régimen de dosgificacidén de la reivindicacidén 61, en
el que ademads la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién a antigeno de la misma se reconstituye para

comprender una formulacidén liquida estable.

64. El régimen de dosificacidén de la reivindicacidén 51, en
el que el régimen de dosificacidn no altera la proporcidn
de CD4 respecto a CD8 en el liquido cefalorraquideo de

pacientes que reciben dicho tratamiento.

65. El1 método de 1la reivindicacién 51, en el que el
paciente es una persona de 65 aflos o mads de edad y en el
que ademds el paciente no requiere ningin ajuste del

régimen de dosificacidn.

66. El régimen de dosificacidén de la reivindicacién 51, en

oA
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el que el paciente es una persona de 65 aflos o mas de

edad y en el que ademds el paciente no requiere ningan

ajuste del régimen de dosificacién.

67. La formulacidén de la reivindicacidén 1, en la que la
proporcién molar de aminodcido libre respecto a anticuerpo

es de al menos 250:1.

68. La formulacidén de la reivindicacidén 13, en la que la
proporcidén molar de aminodcido libre respecto a anticuerpo

es de al menos 250:1.

RESUMEN

Se describen formulaciones de anticuerpo que
comprenden una mezcla de un azlcar no reductor, anticuerpo
anti-a4Bf7 y al menos un aminodcido. Las formulaciones
descritas tienen una estabilidad mejorada, una formacidn de
agregados reducida y pueden retrasér la degradacidén del
anticuerpo anti-a4f37 en las mismas o presentar cualquier
combinacidén de las mismas. La presente invencién
proporciona ademds un régimen de dosificacidén segurc de
estas formulaciones de anticuerpo que es facil de seguir y

que da como resultado una cantidad terapéuticamente eficaz

del anticuerpo anti-a4f37 in vivo.



FIG. 1A

Nuevo LDP02 de ADN pesado-~ contiene sitios de clonacién (minscula), secuencia de Kozak
(mayscula) y lider (minuscula)
gaatictcgagatcgatCTCACCatgggatggagetgtateatectettctiggtageaacagetacaggtgtecactcecag
gtgCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTTAAGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAA
GGTGTCCTGCAAGGGTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCATTGGG
TGAGGCAGGCGCCTGGCCAACGTCTAGAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTC
TGAGAGTAATACTAACTACAATCAAAAATTCAAGGGACGCGTCACATTGACT
GTAGACATTTCCGCTAGCACAGCCTACATGGAGCTCTCCAGCCTGAGATCTG
AGGACACTGCGGTCTACTATTGTGCAAGAGGGGGTTACGACGGATGGGACTA
TGCTATTGACTACTGGGGTCAAGGCACCCTGGTCACCGTCAGCTCAGCCTCCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGA
CGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGC
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCT
CCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCAC
ACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCACCGTCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGC
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AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG

GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC

AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTC
CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGG
AACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAtaatctagagea

Nuevo LDPO2 proteina pesada (espacio entre VHL, VH e 1gG1-FeRmut humana)
MGWSCHLFLVATATGVHS
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKGSGYTFTSYWMHWVRQAPGQRLEWIGEIDP
SESNTNYNQKFKGRVTLTVDISASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGWDY
AIDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

FIG. 1B
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FIG. 2

Nuevo LDP02 ADN ligero - contiene sitios de clonacion {minGscula), secuencia de Kozak

{mayuscula) y lider {mindscula)

gaattctcgagatcgatCTCACC atgggatggagctgtatcatectcticttggtageaacagetacaggtgiccacteegat
GTAGTGATGACTCAAAGTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCCTGGAGAACCAGC
TTCTATCTCTTGCAGGTCTAGTCAGAGTCTTGCAAAGAGTTATGGGAACACCT

ATTTGTCTTGGTACCTGCAGAAGCCTGGCCAGTCTCCACAGCTCCTCATCTAT *

GGGATTTCCAACAGATTTTCTGGGGTGCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGTT
CAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCTCGCGAGTAGAGGCTGAGGACGTGGG
AGTGTATTACTGCTTACAAGGTACACATCAGCCGTACACGTTCGGACAGGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
GCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGA
ATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCA
CAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTragtetagageage

Nuevo LDP02 proteina ligera (espacio entre VKL, VK v kappa C humana)
MGWSCIHLFLVATATGVHS
DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLQKPGQSPQLLIYGI
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHQPYTFGQGTKVEIL
K
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

oLe



FIG. 3

PAIRWISE newMLNO02-no sig LDP-02-no sig.txt

Al
B 1
51
51
101
101

151
201

201

DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLQKPGQSPQ

FETETEE R e e e e e b e e e e el
DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLQKPGQSPQ

LLIYGISNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHQP

PEEELT R e b e e bbb bbb et
LLIYGISNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHQP

YTFGQGTKVéIKRTVAAPS{ZFI FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

FPELLLCTRL bbb e r et
YTFGQGTKVEIKRADAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE

PEEELT Rt e e e e et bbb e e b
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE

VTHQGLSSPVTKSFNRGEC 219

PETELLTERI et
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC 219

50

50

100
100
150
150
200
200
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FIG. 4

Pairwise Hum kappa-const
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region variable de cadena ligera

kappa de anticuerpo GM607°C] FI G

SEQ ID NO: 14

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val
1 5 10

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
20 25

Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70 75
Ser Arg Val Glu ééa Glu Asp Val Gly ggl Tyr Tyr Cys

Leu Gln Thr Pro Gln Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100 105

region variable de cadena pesada

de anticuerpo 21/28’CL
SEQID NO: 15

7

Thr Pro Gly
15

Leu His Ser
3G

Gly Gln Ser
Gly Val Pro
Leu Lys Ile

80
Met Gln Ala
95

Glu Ile Lys
110

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Phe

50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 15

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90

95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser Asn Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

EOAN
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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

0615 Sequence_1
LISTADO DE SECUENCIAS

MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-x487
079259-0615

61/585,859
2012-01-12

61/550, 545
2011-10-24

61/481,533
2011-05-02

<160> 15
<170>

<210> 1

<211> 1445
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<223>

source
/note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide”

<400> 1
gaattctcga

cagctacagg
ctggggcttc
tgcattgggt
ctgagagtaa
tttccgetag
actattgtgc
gcaccctggt
cctcctccaa
tccccgaacc
tcccggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa

cagcacctga

gatcgatctc
tgtccactcc
agtgaaggtg
gaggcaggceg
tactaactac
cacagcctac
aagagggggt
caccgtcagc
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag

gaaagttgag

actcgcggyag

PatentIn version 3.5

Artificial Sequence

accatgggat
caggtgcaat
tcctgcaagg
cctggccaac
aatcaaaaat
atggagctct
tacgacggat
tcagcctcca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt

gcaccgtcag

ggagctgtat
tggtgcagtc
gttctggcta
gtctagagtg
tcaagggacg
ccagcctgag
gggactatgc
ccaagggccc
cggccctggg
caggcgeect
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac

tcttectctt

catcctcttc
tggggctgag
caccttcacc
gatcggagag
cgtcacattg
atctgaggac
tattgactac
atcggtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccc
tcacacatgc

ccccccaaaa

pagina 1

ttggtagcaa
gttaagaagc
agctactgga
attgatcctt
actgtagaca
actgcggtct
tggggtcaag
cccctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecect
agcaacacca
ccaccgtgec

cccaaggaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgecccec
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
gagca
<210> 2

<211> 470
<212> PRT

ctceccggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagegac
cacgcctccc
caagagcagg

caaccactac

cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> sourc

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

polyp
<400> 2

e

eptide"

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu
1 5

val His Ser

Pro Gly Ala
35

Thr Ser Tyr
50

Glu Trp Ile
65
Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys

GIn val
20

Ser val

Lys val

GIn Leu val

ser
40

Trp Met His Trp val

55

Gly Glu Ile Asp Pro

70

Lys Gly Arg val

85

Thr

Met Glu Leu Ser Ser

100

Ala Arg Gly Gly Tyr

0615 Sequence_1l

catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt

gcctctccct

Phe Leu val
10

GlIn Ser Gly
25

Cys Lys Gly

Arg GIn Ala

Ser Glu Ser
75

Leu Thr val
90

Leu Arg Ser
105

Asp Gly Trp

ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttcctc
ctcatgctcc

gtctccgggt

Synthe

Ala Thr Ala

Ala Glu val
30

Ser Gly Tyr
45

Pro Gly Gln
60

Asn Thr Asn
Asp Ile ser
Glu Asp Thr

110

Asp Tyr Ala

Pagina 2

agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctgce
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaataatcta

tic

Thr Gly
15

Lys Lys

Thr Phe

Arg Leu

Tyr Asn

80

Ala Ser
95

Ala val

Ile Asp

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1445



val

Phe

val

val

225

Lys

Leu

Thr

val

val

305

Ser

Leu

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

Gly

Met

275

His

val

Tyr

Gly

Ile

355

Gln

val

Ala

ser

180

val

Pro

Lys

Asp

Ala

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

245

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

ser

Arg

Pro

Ala

310

val

Tyr

Thr

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

ser

215

Asn

His

val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

val

Thr

val

Cys

ser
360

0615 sequence_1

125

Thr val Ser Ser Ala Ser

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

LysS

345

Lys

ser

Lys

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

val

Phe

Pro

Thr

330

val

Ala

ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

val

Ser

Lys

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

cys

Leu

Asn

Gly

Pagina 3

ser

Phe

Gly

Leu

205

TYyr

Lys

Pro

Lys

val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
365

Thr

Pro

val

190

Ser

Ile

val

Ala

Pro

270

val

val

Gln

GlIn

Ala

350

Pro

Thr

ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu



Pro Gln val
370

GIn val
385

Ser

Ala val Glu

Thr Pro Pro

Leu Thr val
435

Ser val Met
450

ser Leu Ser
465

<210> 3
<211> 751
<212> DNA

Tyr Thr Leu Pro Pro

375

Leu Thr Cys Leu val
390

Trp Glu Ser Asn Gly

405

val Leu Asp Ser Asp

420

Asp Lys Ser Arg Trp
4

His Glu Ala Leu His

455

Pro Gly Lys

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> sourc

e

0615 sequence_1l

ser Arg Asp

Lys Gly Phe
395

GIn Pro Glu
410
Gly Ser Phe

GIn GIn Gly

Asn His Tyr

Glu Leu Thr
380

Tyr Pro Ser
Asn Asn Tyr

Phe Leu Tyr
430

Asn val Phe

445

Thr GIn Lys
460

Lys Asn

Asp Ile

400

Lys Thr

ser Lys

ser Cys

ser Leu

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

polyn

<400> 3
gaattctcga

cagctacagg
cccctggaga
ggaacaccta
atgggatttc
cagatttcac
tacaaggtac
cggtggctgc
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac

acaaagtcta

ucleotide"”

gatcgatctc
tgtccactcc
accagcttct
tttgtcttgg
caacagattt
actcaagatc
acatcagccg
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc

cgcctgegaa

accatgggat
gatgtagtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtgc
tcgcgagtag
tacacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc

gtcacccatc

ggagctgtat
tgactcaaag
ggtctagtca
agcctggeca
cagacaggtt
aggctgagga
gacaggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgaccctgag

agggcctgag

catcctcttc
tccactctcec
gagtcttgca
gtctccacag
cagtggcagt
cgtgggagtg
caaggtggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgeecgtc

Pagina 4

ttggtagcaa
ctgcctgtca
aagagttatg
ctcctcatct
ggttcaggga
tattactgct
atcaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



0615 Sequence_1

tcaacagggg agagtgttag tctagagcag ¢

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

val

Thr

Ala

Gly

65

Gly

Leu

Leu

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

238
PRT
Artificial Sequence

source o o
/note="Description of Artificial Sequence:

polypeptide”

<400> 4
Met Gly Trp Ser gys Ile Ile
1

His

Pro

val

Lys

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

ser

Gly

35

ser

ser

Pro

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Asp

20

Glu

Tyr

Pro

Asp

Ser

100

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

val

Pro

Gly

GlIn

Arg

85

Arg

His

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

Gln

val

Lys

Arg

Asn

ser

Met

ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

ser

Leu

Leu Phe

Thr Gln

25

ITe Ser
40

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

105

Tyr Thr
120

Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys

GIn Glu

185

ser Ser

Synthetic

Leu val Ala Thr

Ser

Cys

Ser

Gly

Gly

90

Asp

Phe

ser

Ala

val

170

Ser

Pro

Arg

Trp

Ile

75

ser

val

Gly

val

Ser

155

Gin

val

Leu

ser

Tyr

60

ser

Gly

Gly

Gln

Phe

140

val

Trp

Thr

Thr Leu Thr
Pagina 5

ser

ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Gly

Ile

val

Lys

Glu

Leu

Ala Thr Gly

Leu

30

GIn

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

GlIn
190

Ser

15

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

val

Leu

Pro

ser

80

Thr

Cys

val

Pro

Leu

160

Asn

ser

Ala

751

2



Asp Tyr Glu Lys His Lys val
210

195

215

Leu Ser Ser Pro val Thr Lys

225

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

AsSp
1
Glu
Tyr
Pro
Asp
65
Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr

145

ser

219
PRT
Artificial Sequence

source o
/note="Description of

polypeptide"
<400> 5

val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Gly

230

val Met Thr Gin

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

Gln

Arg

Asn

Ser

20

Thr

Leu

ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

ser

Cys

Ser

Gly

55

Gly

Asp

Phe

ser

Ala

135

val

Ser

200

0615 Sequence_l

205

Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly

220

ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
235

Artificial Sequence:

Pro

Arg

Trp

40

Ile

ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

ser

25

Tyr

ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

val

Trp

Thr

ser

10

ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
155

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Glu Gln Asp
Pagina 6

Synthetic

val Thr Pro

Leu

Pro

45

ser

Thr

cys

val

Pro

125

Leu

Asn

ser

Ala

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

ser

Asn

Ala

Lys

15

Lys

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

24



Thr Tyr Ser Leu
180

Lys His Lys val
195

Pro val Thr Lys
210

<210> 6
<211> 107
<212> PRT

165

ser

Tyr

ser

<213> Homo sapiens

<400> 6
Arg Thr val Ala
1

Gln Leu Lys Ser
20

Tyr Pro Arg Glu
35

Ser Gly Asn Ser
50

Thr Tyr Ser Leu
65

Lys His Lys val

Pro val Thr Lys
100

<210> 7
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 7
érg Ala Asp Ala

GIn Leu Thr Ser
20

Ala
5

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Ala
5

Gly

ser

Ala

Phe

Pro

Thr

Lys

Glu

ser

70

Ala

Phe

Pro

Gly

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Thr

Ala

Leu
Glu

200

Arg

val

ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Ser

0615 Ssequence_l

185

val

Gly

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

val

Ser

val
25

170

Thr His

Glu Cys

ITe pPhe
10

val Cys
Lys val
Glu Gln

Leu Ser
75

Thr His
90

Glu Cys

Ile Phe
10

val Cys

175

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
190

Gln Gly Leu Ser Ser

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

205

Pro Ser Asp
15

Leu Asn Asn
30

Asn Ala Leu
45

ser Lys Asp

Ala Asp Tyr

Gly Leu Ser
95

Glu

Phe

GlIn

Ser

Glu

80

Ser

Pro Pro Ser Ser Glu

Phe Leu Asn Asn Phe

Pagina 7

30



Tyr Pro Lys Asp

Gln Asn Gly val
50

Thr Tyr Ser Met
65

Arg His Asn Ser

Pro Ile val Lys
100

<210> 8
<211> 5
<212> PRT i
<213> Mus sp.

<400> 8
Ser Tyr Trp Met
1

<210> 9
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 9
Glu Ile Asp Pro
1

Gly

<210> 10
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 10

ITe Asn

Leu Asn

ser Ser

70

Tyr Thr
85

sSer Phe

His

ser Glu

0615 sequence_1l
val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
45

Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
55 60

Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
75 80

Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
90 95

Asn Arg Asn Glu Cys
105

ser Asn Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe Lys
10 15

Gly Gly Tyr Asp §1y Trp Asp Tyr Ala {ge Asp Tyr
1

<210> 11
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 11

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ala Lys Ser Tyr Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

Pagina 8

2\b



<210> 12
<211> 7
<212> PRT

"~ <213> Mus sp.

<400> 12
Gly Ile Ser Asn érg
1 :

<210> 13
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 13
ieu Gln Gly Thr gis

<210> 14

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Asp Ile val Met Ehr
1 .

Glu Pro Ala Ser Ile
20

Asn Gly ;yr Asn Tyr
5

Pro GIn Leu Leu Ile
50

Asp Arg Phe Ser Gly

65
Ser Arg val Glu Ala
85

Leu GIn Thr Pro Gln
100

<210> 15

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
g]n val Gln Leu ga]

Phe

Gln

GIn

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Ser

Pro

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Asp

Phe

ser

Tyr

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

val

Gly

Gly

0615 sequence_l

Thr

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ala

Ser
10

ser
Leu
Asn
Thr
val
90

Gly

Leu

GIn

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

Pro

ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

val

Glu val Lys

10

Pagina 9

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Lys

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

Pro

Pro

15

His

GIn

val

Lys

Gln

95

Lys

Gly

ser

ser

Pro

Ile

80

Ala

Gly Ala

15

204



Ser val
Ala Met
Gly Trp
50

Gln Gly
65

Met Glu
Ala Arg

Thr Leu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

val

20

Trp

Asn

val

ser

Gly

100

Thr

Ser

val

Ala

Thr

ser

85

TYyr

val

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

ser

Ala

Ala
40

Gly

Arg

Ser

ser

0615 sequence_l

ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Gly Tyr Thr Phe

Gly GIn Arg Leu
45

Thr Lys Tyr Ser
60

Thr ser Ala Ser
75

Asp Thr Ala val
90

Ser Asn Tyr Trp

pagina 10

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Tyr

Met

Phe

TYr

80

Cys

Gly

pat%
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<., G.HOLLMANN RESTREPO
" ABOGADOS LTDA
The undersigaed
behalf of and  represendng of MILLENTUM
PITARMACEUTICALS, INC., domiciled in
Cambridge, Massachussets, Estados Unidos, hereby
appomr(s) LUIS  PATINO LEYVA  und/or
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO and/or,
demniciled in Bogota 1D.C., Republic of Colomibia , as our
true and legal attomey with the necessary powers:
1} To apply to the administrative, judicial and police
authorities of the Republic of Colombia, in any instance
or appeal, for obtining registration of patents, uuility
models, induswial designs and models, commercial
ensigns and names, wrademarks, slogans, health licenses,
copyrighrs and domain mnames as well as their
assignments, extensions, renewals and changes of name;
2) 'f'o prepare, apply for, obuain, execute and register
contracts, licenses, authorizations and registrations of
any kind; 3) To intervene as plaintiff or defendant, in any
instance or appeal, before any judge, courr, tribunal,
corporation, public officer or authority in any judicial,
administrative or police action, such as: action dealing
with commercial ensigns and names; oppositions against
wademark repistratons; caducity and nulliry actions;
recovery actons, actons arising from obtinment and
working of license agreements; actions dealing with
unfair competition; crminal actions; actions claiming
indemniry for damages, coruplaints or remarks on all
sort of industrial property matters; the performance of
precautionary measures, and in any other similar action,
measure or appeal related to intellectual property
marters.
To this effect, I (we) hereby authorize him to file
applicatdons, make descriptions, protests, arnendments,
declarations, oppositions, cancellations, appeals and
claims; to pay taxes, quotas and liens as provided by
Law; o waive or abandon grantcd rights or righes in
process of being granted, to receive all kind of
documents and securites; to issue the respective releases
and, in general, to take, before said authorities, pertinent
steps to the above mentioned purposes and take all
measures they may deem advisable to prowect my (oud)
interests, with all other necessary legal faculdes, and I
(we) hereby declare as good and valid whatever the
amorneys should do to my (out) benefit.
‘This power compzises the authority to ratify or confirm
on my (our) bebalf any acton, as well as the faculty of
receiving,  desisting,  transacting, compromising,
substituting and revoking  substiutions, taking
notfications, and appointng judicial or cxtra-judicial
attorncys.
Signed in

.

. acting on

Cambridge, MA, U.S.A.

on this 6thday of Decemlfer, 2005

G. HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

Yo (nosowos) .« obrandi e
nombze propio y represenmacion de,
con domicilio en nombralamos; ..

LUIS PATINO LEYVA y/0 GUSTAVO HOLLMANN
RESTREPQ, con domicilio en Bogotd .C., Repiblica dx
Colombia, apoderada verdadero y legal, con poder especial,
amplio y suficiente:

1) Para recabar de las oficinas y autoridades colombianas
administrauvas, judiciales y de policia en cualquier instancia o
tecurso, la obtencién de patentes de invencién, modclos de
udﬁgad, dibujos y modelos industriales, regiswo de mareas,
registro.. de lemas comerciales, depésito de nombres v
ensefias comérciales, registros sanitarios, dexechos de autor v
nombres de dominio asi comeo sus traspasos, préreogas.
renovaciones y cambios de nombre; 2) Elaborar, tramirar,
solicitaz, obtener, realizat, ejecutar y registrar conoatos,
licencias, autorizaciones y registros de cualesquiera clases; 3:
Intervenir como demandante o como demandado en
cualquier instancia y recurso y ante cualquier juez, enddad,
corporacién, funcionario pdblico o autoridad e¢n accioncs
judiciales, administrativas y de policia, tales como acciones

* derivadas de nombre o cnscfia comerciales; acciones

reivindicatorias; acciones derivadas de la obtenddn o
explotacién de licendcias; acciones de compctencia desleai,
demandas penales y civiles; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos, u observaciones a cualquier asunio
sobre propiedad intelectual; al cjereicio de medidas cautelares
y cualesquiera otras acciones, medidas o recursos simitares
relacionados con la propiedad intelectuat.

A este efecto, lo facultamos para elevar solicitudes, formular
descripciones, enmiendas, protestas, declaracioncs,
oposiciones, cancelaciones, apelaciones y reclamos; pagur
impuestos, cuotas y gravimenes prescritos por la Ley;
renunciar o desistir 2 derechos concedidos o en cumso de
concesion; recibir toda clase de documentos y valores dande
4l descargo respectivo, y en general, para dar ante dichas
sutoridades todos los pasos necesarios al efecto indicado v
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todes las
facultades neccsarias, y por este documento desde ahora
declaro(amnos) vilide y bueno tode cuanto los apoderados
hicieren en mi (puestro) beneficio.

'Este poder comprende la facultad de ratificar, o confirmar en
* mi (nuestro) nombre lo actuado, asi como la facultad de

recibir, desistr, trabsigir, comprometer, sustituir ¥ revocar
sustitudones, recibir notificaciones y nombrur apoderados

-judiciales o extrajudiciales.

Firrnado en el de de

Millennium Pharmaceuticals, Inc.

BY: \,,vavv ]’e ' §;~ ) SCAANCA AN

Ian R. Silverman, Associate General Counsel
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CERTIFICATION
COMPANIES

‘The undersigned Qisna €. (o Al certifics: thar the
preceding signature(s) reading T3, £, Sifvems, IS (axe)
authende; thar the signer(s) at prescat fill{s) che posidon
atdiswcisk bernl of Millenium Pharmaceuticals, 1nc., that
he (they) fg’(ft‘re) empowered to grant this powern: and
that said company exists, accomplishes its social object
and is organized in (ahridy, /W in accordance with
the Laws of (¢ fawrrt

All the foregoing facts are known to me duc to my
having examined the respective documents ro which I
actest. '

signed in G ]34 Aon this
of Yocs

DIANA E. GENTILE
¥ Notary Fontn
£/Commonwealth of Mas<achusetts
2006

PHONE NOQ.

o day of D(C(A-\LC.’.

: 57 1 8163976 NOU. 15 2885 11:314M F2

CERTIFICACION
SQCIEDADES

El(a) infraserivola)_ cerrifical que la(s) fionags;
que antccede(n) y dice(n) es (son) auténtca(s); que <
(los) signatariols) desempeia(n) actualmente el cargols) de
de ; que tiene(n) facultad para ororgar esre
poder; y que dicha compaiiia cxiste, cumple su objeto social
y est4 organizada cn conforme a las Loyes de
Todos los hechos antedores le¢ constan, por haber
examinado los documentos respectivos y de todo ello da fe.

Firmado en el de de




3T 4 AVAKD

i 3‘(75’0\-?
Fa-Ea} A ’o m'}f‘«hf:.':w;“'
- 2gWQ L imdprn

| HEREBY CERTIFY THAT THIS

1S THE ORIGINAL DOCUMEN
_SS‘.N, S04 € ’/5 Py~

SUbscribsd and swom 10 potore Mo, inmy presence.’
day of A5 TS, a Notesy

in and for e, .

- ~emprisSion expires ’_,%ﬁ"' 20 ‘_i‘

ABERTL THEMES
NOTARY PUBLC DISTRICT OF

Py Commission Expiret o

COUINAIA
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Apuostille

(Convention de La Haye du § octobre 1961)

1. District of Columbia
United States of America
ALBERT L. THEMES
2. This public document has been signed by
NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT OF COLUMBIA

3. acting in the capacity of

' ALBERT L. THEMES, NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE
4. bears the seal/stamp of :

DISTRICT OF COLUMBIA

CERTIFIED

5. at Washington, D.C.
127 DECEMBER 2005

6. the day of

7. by Secretary of the District of Columbia

s No 149773

10. Signature

/’éé g




Traduccién Oficial del Inglés de los sellos, las
autenticaciones y la apostilla adjuntas al poder que la
compafiia MILLENIUM PHARMACEUTICALS  INC. domiciliada en
Cambridge, Massachussets, Estados Unidos de América, otorga a

Luis Patifio Leyva y/o Gustavo Hollmann Restrepo.

[Sello:] DIANA E. GENTILE
Notaria Publica
Estado de Massachusstets

Mi comisién expira Octubre 27/2006

CERTIFICO MEDIANTE LA PRESENTE QUE
ESTE ES EL DOCUMENTO ORIGINAL

SAMI SWANEK 12.8.05

Suscrito y Jjuramentado en mi presencia, el
dia de hoy 8 de Diciembre de 2005, un

Notario Publico en y para Washington D.C.

ALBERT L. THEMES
NOTARIO PUBLICO DISTRITO DE COLUMBIA
Mi comisién expira 6/14/2009
{Firma y Sello Oficial)
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APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Distrito de Columbia, Estados Unidos de América

Este documento piblico

Ha sido firmado por: ALBERT L. THEMES

En su calidad de: NOTARIO PUBLICO EN Y PARA EL
DISTRITO DE COLUMBIA

Y lleva el sello oficial: DE NOTARIC PUBLICO EN Y PARA
ET. DTSTRTTO DF COT.UMRBTA

CERTIFICADO

En: Washington D.C.

El dia: 12 DE DICIEMBRE DE 2005
Por: El Secretario del Distrito de Columbia -3
Bajo el No. 149773 "
Sello: SECRETARIA DISTRITO DE COLUMBIA

. Firma: Patricia Elwood {Interina)

/M( mwé%g‘ I

JOSE MIGUEL MENDEZ

Traductor Oficia
Ras, 911 do Raye 1988 mindusTICA
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MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
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NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DCCUMENT A
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Willow Diluzio 07/03/2012
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Name: Millennium Pharmaceut;als, Inc. I
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State/Country: MASSACHUSETTS
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Address Line 1: 600 13th Street, NW
Address Line 4:; Washington, DISTRICT OF COLUMBIA 20005-3096
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Attorney Docket No. 079259-0615

ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made this .3/ 4 day of _Tola , BII by
Willow Dil.uzio of 7 Fernwood Drive, Westford, MA 01886; Nobel 'l:.j’l'ruong of 26 Stailbrook
Road, Milford, MA 01757; Csanad M. Varga of 95 Jackson Street, Cambridge, MA 02140;
Vaithianathan Palaniappan of 7 Spruce Circle, Andover, MA 01810; Jason Brown of 10
September Lane, Burlington, MA 01803; Irving H. Fox of 111 Livingston Road, Wellesley,
MA 02482 and Catherine Scholz of 1 Nashua Street, Woburn, MA 01801 (hereinafter referred

to as Assignors), respectively;

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
FORMULATION FOR ANTI-ALPHA4BETA7 ANTIBODY, set forth in PCT Application
filed on May 2, 2012 as PCT Application No. PCT/US12/36072; and

WHEREAS, Millennium Pharmaceuticals, Inc. a Corporation organized under
and pursuant to the laws of the State of Massachusetts having its principal place of business at
40 Landsdowne Street, Cambridge, MA 02139 (hereinafter referred to as Assignee), is
desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said inventions and said
Application for Letters Patent of the United States, and in and to any Letters Patent of the

United States to be obtained therefore and thereon.

NOW, THEREFORE, in consideration of said Agreements and other good and
sufficient consideration, the receipt of which is hereby acknowledged, Assignors have sold,
assigned, transferred and set over, and by these presents do sell, assign, transfer and set over,
unto Assignee, its successors. legal representatives and assigns, the entire right, title and
interest in and to the above-mentioned inventions and application for Letters Patent. and in and
to any and all direct and indirect divisions, continuations and continuations-in-part of said
application, and any and all Letters Patent in the United States and all foreign countries which
may be granted therefor and thereon, and reissues, reexaminations and extensions of said
Letters Patent, and all rights under the Intemational Convention for the Protection of Industrial
Property, the same to be held and enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the use
and benefit of its successors, legal representatives and assigns, to the full end of the term or

terms for which Letters Patent may be granted and/or extended, as fully and entirely as the

2



Atorney Docket No. 0792590615

same would have been held and enjoyed by Assignors, had this sale and assignment not been

made.

AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred to Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that _

Assignors have good and full right and lawful authority to sell and convey the same in the

manner herein set forth.

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignors will sign all papers
and documents, take all lawful oaths and do al| acts necessary or required to be done for the
procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and applications for
Letters Patent for said inventions, without charge to Assignee, its successors, legal
representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of its successors, legal
representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in connection with said
inventions, or said Patent application for Letters Patent, or any proceeding in connection with
any Letters Patent or applications for Letters Patent for said inventions in any country,
including but not limited to interference proceedings, is lawful and desirable; or, that any
division, continuation or continuation-in-part of any application for Letters Patent, or any

reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be obtained thereon, is lawful and

desirable.

AND Assignors hereby request the Commissioner of Patent and Trademarks to
issue said Letters Patent of the United States to Assignee. as Assignee of said inventions and

the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignee, its successors,

legal representatives and assigns.

AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this

Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply
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with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this

document:

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

All practitioners at Customer Number 23630

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.

Uil Oidhugs

Willow DiLuzio

Date: 03 J Ulq | &

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of Middletex )

On this _?‘54 day of Tv /u, , s , before me
personally came Willow Dituzio , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

Notary Public




Anomey Docket No 079259-0615

Nobel T. Truong

Date:

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )

On this day of , , before me
personally came Nobel T. Truong , 10 me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public

b,

Csanad M. Varga

Date: O2 (UL 20N\ E

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of D, ddlex )

Onthis _ Z,)  dayof Tl . Dol . before me
personally came Csanad M. Varga . o me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. 2 /g&;t&

Notary Public

[a5's)
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SH5

Vaithianathan ¥alaniappan
Date: Jv /3 3 v
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of Aidd lees )
On this 3/ 4/ day of NP . 20/ )~ , before me
personally came Vaithianathan Pélaniappan » to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. O@

Notary Public

/hson Brown

Date: iﬁ,ﬁ 3/ 20 /d

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of Midd /c.ux )

On this 3 /i day of “\Tu/t, . F0)d , before me
personally came Jason Browh , 1o me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same.

Notary Public

23
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w £

Irving H. Fox

~

Date: 3fub, 20/2-
v

United States of America
Commonwealth of Massachusetts )ss.:
County of idd lescx )
On this J/J day of J’u/ Yy , J0/3> -, before me
personally came Irving H-Fox , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

iy & B

Notary Public

Novernber 1, 20%3

WM@W

Catherine Scholz

Date: 03 WL\'{ 2012~

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts )ss.:

County of Midd [esex )

On this 3/J day of J;/q , 20/ . before me
personally came Catherine ‘Stholz , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. OQM Cp A‘&w

Notary Public

DM _US 346635901 079259.0615
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ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made this 206 dayof _ SunE 2012 by
Willow DiLuzio of 7 Fernwood Drive, Westford, MA 01886; Nobe!l T. Truong of 26% STALLBROcK.
Road, Milford, MA 01757; Csanad M. Varga of 95 Jackson Street, Cambridge, MA 02140; NT2Lsumt~
Vaithianathan Palaniappan of 7 Spruce Circle, Andover, MA 01810; Jason Brown of 10
September Lane, Burlington, MA 01803; Irving H, Fox of 111 Livingston Road, Wellesley,
MA 02482 and Catherine Scholz of | Nashua Street, Woburm, MA 01801 (hereinafter referred

to as Assignors), respectively;

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
FORMULATION FOR ANTI-ALPHA4BETA7 ANTIBODY, set forth in PCT Application
filed on May 2, 2012 as PCT Application No. PCT/US12/36072; and

. WHEREAS, Millennium Pharmaceuticals, Inc. a Corporation organized under
and pursuant to the laws of the State of Massachusetts having its principal place of business at
40 Landsdowne Street, Cambridge, MA 02139 (hereinafier referred to as Assignee), is
desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said inventions and said
Application for Letters Patent of the United States, and in and to any Letters Patent of the

United States to be obtained therefore and thereon.

NOW, THEREFORE, in consideration of said Agreements and other good and
sufficient consideration, the receipt of which is hereby acknowledged, Assignors have sold,
assigned, transferred and set over, and by these presents do sell, assign, transfer and set over,
unto Assigne, its successors, legal representatives an‘d assigns, the entire right, title and
interest in and to the above-mentioned inventions and application for Letters Patent, and in and
to any and all direct and indirect divisions, continuations and continuations-in-part of said
application, and any and all Letters Patent in the United States and all foreign countries which
may be granted therefor and thereon, and reissues, reexaminations and extensions of said
Letters Patent, and all rights under the Intemational Convention for the Protection of Industrial
Property, the same to be held and enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the use
and benefit of its successors, legal representatives and assigns, to the full end of the term or

terms for which Letters Patent may be granted and/or extended, as fully and entirely as the
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same would have been held and enjoyed by Assignors, had this sale and assignment not been

made.

AND for the samc'consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred to Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that
Assignors have good and full right and lawful authority to sell and convey the same in the

manner herein set forth.

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignors will sign all papers
and documents, take all lawful oaths and do all acts necessary or required to be done for the
procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and applications for
Letters Patent for said inventions, without charge to Assignee, its successors, legal
representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of its successors, legal
representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in connection with said
inventions, or said Patent application for Letters Patent, or any proceeding in connection with
any Letters Patent or applications for Letters Patent for said inventions in any country,
including but not limited to interference proceedings, is lawful and desirable; or, that any
division, continuation or continuation-in-part of any application for Letters Patent, or any

reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be obtained thereon, is lawful and

desirable.

AND Assignors hereby request the Commissioner of Patent and Trademarks to
issue said Letters Patent of the United States to Assignee, as Assignee of said inventions and

the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignee, its successors,

legal representatives and assigns.

AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this

Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply
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with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this

document:
MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

All practitioners at Customer Number 23630

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.

Willow DiLuzio
Date:
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )
On this day of , , before me
personally came Willow DiLuzio , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public

25
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Wy

\Nopel T. Truong

Date: o b3 unve—
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of S WOR e
NUZESUN W
On this oAb dayof ODUNE , 20\2- , before me
personally came Nobel T. Truong , to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same. _
L e nd Vo la. Ll2e(iz-
Notary Public ()
£ KATHLEEN MANZELLA
Notary Public
w COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
My Commission Expires
March 28, 2019
Csanad M. Varga
Date:
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )
On this day of . , before me

personally came Csanad M. Varga » to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public
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Vaithianathan Palaniappan

Date:

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )

On this day of ) , before me
personally came Vaithianathan Palaniappan , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public
Jason Brown

Date:
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )
On this day of ) , before me
personally came Jason Brown , 1o me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public
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Irving H. Fox
Date:
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of )
On this day of ) , before me
personally came Irving H. Fox » to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public

Catherine Scholz

Date:

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts )ss.:

County of )

On this day of s , before me
personally came Catherine Scholz » to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Notary Public

DM _US 34663590-1 079259.0615
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OFICINA DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
SUB SECRETARIA DE COMERCIO PARA LA PROPIEDAD INTELECTUAL Y EL DIRECTOR DE
LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS DE LOS ESTADOS UNIDOS.

22 DE NOVIEMBRE DE 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
600 13™ STREET, NW 202136460
WASHINGTON, DC 20005 - 3096

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
NOTIFICACION DE INSCRIPCION DE CESION DE DOCUMENTO

EL DOCUMENTO AJUNTO HA SIDO REGISTRADO POR LA DIVISION DE INSCRIPCION DE
CESIONES DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS DE LOS ESTADOS
UNIDOS. UNA COPIA COMPLETA ESTA DISPONIBLE EN EL CUARTO DE BUSQUEDA DE
CESIONES EN EL NUMERO DE ROLLO Y MARCO REFERENCIADO MAS ADELANTE.

POR FAVOR REVISE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTA NOTIFICACION. LA
INFORMACION CONTENIDA EN ESTA NOTIFICACION DE INSCRIPCION REFLEJA LOS
DATOS PRESENTES EN EL SISTEMA DE CESION DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS.
SI USTED ENCUENTRA CUALQUIER ERROR O TIENE PREGUNTAS ACERCA DE ESTA
NOTIFICACION, USTED PUEDE CONTACTAR A LA DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES
EN EL 571 — 272-3350.POR FAVOR ENVIE LA SOLICITUD DE CORRECCION A: OFICINA DE
PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS DE LOS ESTADOS UNIDOS, PARADA DE CORREO:
DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313,

FECHA DE INSCRIPCION:  11/21/2012 ROLLO / MARCO: 029334 /0223
NUMERO DE PAGINAS: 14

RESUMEN: CESION DE LOS INTERESES DE LOS CEDENTES (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES)

NUMERO DE EXPEDIENTE: 079259-0615

CEDENTE:

DILUZIO, WILLOW FECHA DE DOC: 07/03/2012

CEDENTE:

TRUONG, NOBEL T. FECHA DE DOC: 06/26/2012

CEDENTE:

VARGA, CSANAD M. FECHA DE DOC: 07/03/2012

CEDENTE:

PALANIAPPAN, VAITHIANATHAN FECHA DE DOC: 07/03/2012



CEDENTE:

BROWN, JASON FECHA DE DOC: 07/03/2012
CEDENTE:

FOX, IRVING H. FECHA DE DOC: 07/03/2012
CEDENTE:

SCHOLZ, CATHERINE FECHA DE DOC: 07/03/2012

502136460 11/21/2012
CESION DE PATENTE

VERSION ELECTRONICA 1.1

TIPO DE ENVIO: NUEVA CESION
NATURALEZA DE LA CESION DE PROPIEDAD  CESION

DATOS DE LA PARTE QUE CEDE:

NOMBRE FECHA DE EJECUCION
WILLOW DILUZIO 07/03/2012
NOBEL T. TRUONG 06/26/2012
CSANAD M VARGA 07/03/2012
VAITHIANATHAN PALANIAPPAN 07/03/2012
JASON BROWN v 07/03/2012
IRVING H. FOX 07/03/2012
CATHERINE SCHOLZ 07/03/2012

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

NOMBRE MILLENTUM PHARMACEUTICAL, INC
DIRECCION 40 LANDSDOWNE STREET

CIUDAD CAMBRIDGE

ESTADO / PAIS MASSACHUSETTS

CODIGO POSTAL 02139

TOTAL DE NUMEROS DE PROPIEDAD: 1

TIPO DE PROPIEDAD NUMERO

NUMERO DE PCT US1236072

DATOS DE CORRESPONDENCIA

NUMERO DE FAX: 2027568087
La correspondencia sera enviada por medio del correo de los Estados Unidos cuando los intentos de
. enviarlo por fax no sean exitosos.

TELEFONO: (202) 756 — 8000

CORREO ELECTRONICO mmolchani@mwe.com
NOMBRE DE LA CORRESPONDENCIA MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
DIRECCION 600 13TH STREER, NW

WASHINGTON, DISTRICT OF COLUMBIA 20005 - 3096



NUMERO DEL EXPEDIENTE DEL ABOGADO: 079259 - 0615

CESION POR INVENTORES

ESTA CESION hecha este dia 3 de julio de 2012 por Willow DiLuzio del 7 Fernwood Drive, Westford,
MA 01886, Nobel T. Truong del 26 Stailbrook Road, Milford, MA 01757; Csanad M. Varga de 95
Jackson Street, Cambridge, MA 02140; Vaithianathan Palaniappan del 7 Spruce Circle, Andover, MA
01810; Jason Brown del 10 September Lane, Burlington, MA 01803; Irving H. Fox del 111 Livingston
Road, Wellesley, MA 02482 y Catherine Scholz del 1 Nashua Street, Woburn, MA 01801 (de aqui en
adelante llamados los Cedentes), respectivamente;

EN DONDE, los Cedentes han inventado ciertas nuevas y utiles mejoras de la FORMULACION PARA
ANTICUERPO ANTI —~ ALPHA4BETA?7 definida en la Solicitud PCT presentada el 2 de mayo de 2012
como la Solicitud PCT No. PCT / US12/36072.

EN DONDE, Millenium Pharmaceuticals, Inc. una Corporacién organizada bajo y en virtud de las las
leyes del estado de Massachusetts, teniendo su lugar principal de negocios en , 40 Landsdowne Street,
Cambridge, MA 02139 (de aqui en adelante llamado el Cesionario), tiene el deseo de adquirir dicho
interés la totalidad del derecho, titulo e interés en y para dicha invencién y dicha Solicitud para Carta de
Patente de los Estados Unidos, y en y para cualquier Carta de Patente de los Estados Unidosa ser obtenida
por lo tanto y al respecto.

AHORA, POR LO TANTO, en consideracién a dicho acuerdos y otras buenas y suficientes
consideraciones, el recibo de la cual es por este documento reconocido, el Cedente ha vendido, cedido,
transferido y distribuido y por las presente vende, cede, transfiere y distribuye hacia el Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cede, el derecho, titulo e interés en y para las invenciones y Cartas de
Patente mencionadas anteriormente y en y para cualquier y todas las divisiones directas e indirectas,
continuaciones y continuaciones en parte de dicha solicitud y cualquiera y todas las Cartas de Patente en
los Estados Unidos y todos los paises extranjeros que puedan ser otorgadas respecto y sobre la misma y re
emisiones, re examinaciones y extensiones de dicha Carta de Patente, y todos los derechos bajo la
Convencion Internacional para la Proteccién de la Propiedad Industrial, la misma para ser mantenido y
disfrutada por el Cesionario, para su propio uso y beneficio y el uso y beneficio de sus sucesores,
representantes legales y cesionarios, hasta la terminacién total del término o términos para los que dicha
Carta de Patente pueda ser otorgada y/o extendida, como total y enteramente como si la misma hubiera
sido mantenida o disfrutada por el Cedente, como si esta venta y cesién no se hubiera realizado.

Y por la misma consideracion, el Cedente por este documento representa y garantiza al Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cesionarios, que, en el momento de la ejecucién y entrega de estos
presentes, excepto por cualquier derechos, titulos y/o intereses que surjan para el Cesionario bajo la ley o
que ya hayan sido transferidos al Cesionario y al mismo tiempo no estén comprometidos y que este
Cesionario tenga bueno y total derecho y autoridad legal para vender y transmitir el mismo en la manera
establecida en el presente.



Y por la misma consideracion, el Cedente conviene y acuerda para y con el Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionario, que el Cedente firmara todos los papeles y documentos, tomara todos
los juramentos legales y hara todos los actos necesarios o requeridos que deban ser hechos para la
obtencidn, mantenimiento, aplicacion y defensa de cualquier Carta de Patente y solicitudes para cartas de
Patente para dichas invenciones, sin cargo para el Cesionario, sus sucesores, representantes legales y
cesionarios, cada vez que el consejero de los Cesionarios, el consejero de los sucesores, representante
legal o cesionarios le haga saber: que cualquier procedimiento en conexién con cualquier Carta de Patente
o solicitud de Carta de Patente para dicha invencién en cualquier pais, incluyendo pero sin limitarse a
procedimientos de interferencia, que sean legales o deseables; o, que cualquier divisién, continuacién o
continuacion en parte para Cartas de Patente o cualquier re emisién, re examinacién o extensién de
cualquier Carta de Patente, a ser obtenida sobre la misma, que sea legal o deseable.

Y el Cedente por este documento solicita al Comisionado de Patentes y Marcas Registradas emitir dicha
Carta de Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como Cesionario de dichas invenciones y las Cartas
de patente a ser emitidas al respecto para el uso y beneficio exclusivo del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y el Cedente por este documento otorga a los siguientes individuos el poder para insertar en esta Cesion
cualquier identificacion adicional que pueda ser necesaria o deseable con el fin de cumplir con las reglas
de la Oficina de Patentes y Marcas registradas de los estados Unidos para la inscripcién de este
documento:

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
Todos los especialistas a Numero de Cliente 23630

Y el Cedente reconoce una obligacién de hace la cesidn de esta invencion al Cesionario en el momento en
que la invencidn fue hecha.

(Firma Ilegible)

Willow DiLuzio

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Willow DiLuzio, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecuté el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma llegible)

Notario Piblico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Pablico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comisién expira el 1 de noviembre de 2013)

A,



242

Nobel T. Truong

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex .

En este dia , ante mi vino personalmente Nobel T. Truong, conocido por mi por
ser el individuo descrito y quien ejecuté el documento anterior y reconociendo la ejecuciéon del mismo.

Notario Pablico

(Firma Ilegible)

Csanad M. Varga

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Csanad M. Varga, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecuté el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comisién expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

Vaithianathan Palaniappan

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Vaithianathan Palaniappan, conocido por mi
por ser el individuo descrito y quien ejecut6 el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Publico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)



(Firma Ilegible)

Jason Brown

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Jason Brown, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecut el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Pablico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comisién expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

Irving H. Fox

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Irving H. Fox, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecuté el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Pablico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma llegible)

Catherine Scholz

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de Middlesex

En este dia 3 de julio de 2012, ante mi vino personalmente Catherine Scholz, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecut6 el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
(Firma Ilegible) :

Notario Pablico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comisi6n expira el 1 de noviembre de 2013)
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CESION POR INVENTORES

ESTA CESION hecha este dia 26 de junio de 2012 por Willow DiLuzio del 7 Fernwood Drive, Westford,
MA 01886, Nobel T. Truong del 26 (Manuscrito STALLBROOK NT26JUNE) Road, Milford, MA
01757; Csanad M. Varga de 95 Jackson Street, Cambridge, MA 02140; Vaithianathan Palaniappan del 7
Spruce Circle, Andover, MA 01810; Jason Brown del 10 September Lane, Burlington, MA 01803; Irving
H. Fox del 111 Livingston Road, Wellesley, MA 02482 y Catherine Scholz del 1 Nashua Street, Woburn,
MA 01801 (de aqui en adelante llamados los Cedentes), respectivamente;

EN DONDE, los Cedentes han inventado ciertas nuevas y utiles mejoras de la FORMULACION PARA
ANTICUERPO ANTI — ALPHA4BETA7 definida en la Solicitud PCT presentada el 2 de mayo de 2012
como la Solicitud PCT No. PCT / US12/36072.

EN DONDE, Millenium Pharmaceuticals, Inc. una Corporacion organizada bajo y en virtud de las las
leyes del estado de Massachusetts, teniendo su lugar principal de negocios en , 40 Landsdowne Street,
Cambridge, MA 02139 (de aqui en adelante llamado el Cesionario), tiene el deseo de adquirir dicho
interés la totalidad del derecho, titulo e interés en y para dicha invencién y dicha Solicitud para Carta de
Patente de los Estados Unidos, y en y para cualquier Carta de Patente de los Estados Unidosa ser obtenida
por lo tanto y al respecto.

AHORA, POR LO TANTO, en consideracién a dicho acuerdos y otras buenas y suficientes
consideraciones, el recibo de la cual es por este documento reconocido, el Cedente ha vendido, cedido,
transferido y distribuido y por las presente vende, cede, transfiere y distribuye hacia el Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cede, el derecho, titulo e interés en y para las invenciones y Cartas de
Patente mencionadas anteriormente y en y para cualquier y todas las divisiones directas e indirectas,
continuaciones y continuaciones en parte de dicha solicitud y cualquiera y todas las Cartas de Patente en
los Estados Unidos y todos los paises extranjeros que puedan ser otorgadas respecto y sobre la misma y re
emisiones, re examinaciones y extensiones de dicha Carta de Patente, y todos los derechos bajo la
Convencién Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, la misma para ser mantenido y
disfrutada por el Cesionario, para su propio uso y beneficio y el uso y beneficio de sus sucesores,
representantes legales y cesionarios, hasta la terminacion total del término o términos para los que dicha
Carta de Patente pueda ser otorgada y/o extendida, como total y enteramente como si la misma hubiera
sido mantenida o disfrutada por el Cedente, como si esta venta y cesion no se hubiera realizado.

Y por la misma consideracion, el Cedente por este documento representa y garantiza al Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y. cesionarios, que, en el momento de la ejecucion y entrega de estos
presentes, excepto por cualquier derechos, titulos y/o intereses que surjan para el Cesionario bajo la ley o
que ya hayan sido transferidos al Cesionario y al mismo tiempo no estén comprometidos y que este
Cesionario tenga bueno y total derecho y autoridad legal para vender y transmitir el mismo en la manera
establecida en el presente.

Y por la misma consideracion, el Cedente conviene y acuerda para y con el Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionario, que el Cedente firmara todos los papeles y documentos, tomara todos
los juramentos legales y hard todos los actos necesarios o requeridos que deban ser hechos para la
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obtencidn, mantenimiento, aplicacion y defensa de cualquier Carta de Patente y solicitudes para cartas de
Patente para dichas invenciones, sin cargo para el Cesionario, sus sucesores, representantes legales y
cesionarios, cada vez que el consejero de los Cesionarios, el consejero de los sucesores, representante
legal o cesionarios le haga saber: que cualquier procedimiento en conexidn con cualquier Carta de Patente
o solicitud de Carta de Patente para dicha invencion en cualquier pais, incluyendo pero sin limitarse a
procedimientos de interferencia, que sean legales o deseables; o, que cualquier divisidén, continuacién o
continuacién en parte para Cartas de Patente o cualquier re emision, re examinacion o extension de
cualquier Carta de Patente, a ser obtenida sobre la misma, que sea legal o deseable.

Y el Cedente por este documento solicita al Comisionado de Patentes y Marcas Registradas emitir dicha
Carta de Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como Cesionario de dichas invenciones y las Cartas
de patente a ser emitidas al respecto para el uso y beneficio exclusivo del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y el Cedente por este documento otorga a los siguientes individuos el poder para insertar en esta Cesién
cualquier identificacion adicional que pueda ser necesaria o deseable con el fin de cumplir con las reglas
de la Oficina de Patentes y Marcas registradas de los estados Unidos para la inscripcién de este
documento:

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
Todos los especialistas a Numero de Cliente 23630

Y el Cedente reconoce una obligacion de hace la cesion de esta invencién al Cesionario en el momento en
que la invencion fue hecha.

Willow DiLuzio

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Willow DiLuzio, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.

Notario Publico

Nobel T. Truong

Fecha 26 de Junio

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de WORCESTER
NT26JUNE

e



En este dia 26 de junio de 2012, ante mi vino personalmente Nobel T. Truong, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.

(Firma ilegible)

Notario Publico

(Sello de Kathellen Manzella - Notario Publico - Mancomunidad de Massachusetts

Mi Comisién expira el 28 de marzo de 2019)

Csanad M. Varga

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Csanad M. Varga, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecut6 el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.

Notario Publico

Vaithianathan Palaniappan

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Vaithianathan Palaniappan, conocido
por mi por ser el individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del
mismo. '

Notario Publico

(Firma Ilegible)

Jason Brown

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Jason Brown, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.

Notario Publico

pToS



Irving H. Fox

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Irving H. Fox, conocido por mi por ser
el individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
Notario Piblico

Catherine Scholz

Fecha

Estados Unidos de América

Mancomunidad de Massachusetts

Condado de

En este dia , ante mi vino personalmente Catherine Scholz, conocido por mi por
ser el individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
Notario Publico
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

SON: {*QUINI

Responspble:

-/ -
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Octubre 31 de 2013 - 13:23:41
RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A. NI 800.240.450

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQ BANCQ CUENTA No PAGQO FECHA PAGQ VR PAGO

RECIBO DE CA 999999999 110983 31/10/2013 1.001.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1IL%M|TES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

S MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

‘Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

CLIENTE: MCDERMOTT, wiLL & EMERY LLP
Solicitud de patente de invencisn PCT (hasta 10
rewmdncacnones) Ref. 79179/1

$ 500.000

e e e

ClA DE |NDUSTR|A Y COMERC\O

\M\\\\\\\N\\\\\l\\\\\mﬂ%\\N\\N\\\\%\\\\N\\\\\\\\‘h\\\\\\\%&\\\\\\\\N\\\\%\W\\\\\\\W\\W\\

EVASCREAC
.01 16:27:39. , Dep. 2020 DIR.NU

FeCh'? 1 2%131' 1EAII\I(W)'1E.I1Y|| 5 Eve: 378 FA1SENAC|ONAL|

A[; 411 PRESENTAC|ON _ :Fo_hos 25 .

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Octubre 31 de 2013 - 13:23:42
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 13 - 111251

. Bogota D.C., Noviembre 01 de 2013 - 08:43:20

RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A.

NI 800.240.450

TIPO PAGO

*** Soporte del Pago ***

BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ - VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062870282 651913846 31/10/2013 1.644.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO

26 50005-01-01 SOLICITUDES

CONCEPTO

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

Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
1607 ggkl/mo)\c&cg RATENTE UNITARIA 30.000.00 780.000.00

B $780.000.00

| Responsa lem

ecibo\de¢ Caja

iCado al Expediente No.

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Noviembre 1 de 2013 - 08:43:21

CLIENTE: MCDERMOTT, WILL & EMERY LLP
Solicitud de reivindicaciones (26 reivindicaciones de
30.000 c/u) Ref. 79179/1

$ 780.000

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO h

A RN EE T

Fecha: 2013-11-01 16 27 39 Dep 2020 DIR NUEVASCREAC
Tra. 11 PATENTEIYII

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION  Folios: 251

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia




Carrara § # 74-08 (305)

] " Bogola D.C., Ejo!.ombia
Tole « 4 [B711 2904 @ a4l
prietocarrizosa el 71 22 S0

patmarks@prietocarrizosa.com
waww prietocarrizosa.com

Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Direccion de Nuevas Creaciones

E. S. D.

REF. PATENTE DE INVENCION PCT
Invencion: FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-a4B7
TITULAR: MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC
Asunto: SUSTITUCION DE PODER

LUIS PATINO LEYVA, mayor de edad, domiciliado en Bogotd D.C., portador
de la tarjeta profesional No. 2698, atentamente manifiesto a usted, que
sustituyo el poder que me ha sido conferido, en la persona del doctor
MAURICIO PATINO BONNET, domiciliado en Bogotd D.C., portador de la
tarjeta profesional No. 73583, con las mismas facultades con que me fue

otorgado para este caso.

Sefor Superintendente,

® A
Luis/PAHNo LEYVA

C.C. No. 2.930.616 de Bogota
T.P. No. 2698

p——

Acepto la sustitucion,

MAURICIQ PATINO BONNET
C.C. No. 11.342.699 de Zipaquira
T.P. No. 73583

Qﬂm@w

Senores






SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

N A

PATENTE DE INVENCION [:] MODELO DE UTI

Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 FASENACIONAL|
Act. 411 PRESENTACION Folios: 251

AREEN

n

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinenfes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento) .

Completa - D ' o Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT i MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

INEQNEN

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

A Comprobante de pag}o de las tasas establecidas'(de ser el caso formato de descuento)

“Incompleta D

Completa

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]

[]
[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presehta la solicitud

Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial o njuestra del material que incorpora el

disefo
Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa D © Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO - ] " (Art. 92 Decisién 486/00)

Jooo

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D C Incompleta D
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